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Résumé 
 
Jusqu’à présent, la metformine a principalement été employée comme médicament 
contrôlant l’hyperglycémie des personnes atteintes de diabète de type II. Des études 
épidémiologiques ont démontré que les personnes, prenant de la metformine, développent 
moins de cancers. Par exemple, la prise de metformine réduit respectivement de 78% et de 
46% les chances de développer un cancer hépatique ou pancréatique. Récemment, il a été 
montré que la metformine permet de réduire le développement de tumeur au niveau de la peau, 
suite à l’exposition à des rayons UVB. 
 
Dans cette étude, j’ai démontré que la présence de metformine permet une meilleure 
survie de la levure Saccharomyces cerevisiae suite à l’exposition à des rayons UVC ou UVA. 
De plus, j’ai démontré que la présence de metformine augmente le recrutement de l’histone 
Htz1 à la chromatine. Pour une souche htz1Δ, le niveau de survie suite à l’exposition aux 
rayons UVA est considérablement diminué. Htz1 permet le recrutement de Rad14 au site de 
dommages à l’ADN faits par les rayons UV. Htz1 est donc important pour la détection de ces 
sites. Enfin, le recrutement nucléaire de Rad14 en présence de metformine a considérablement 
augmenté. En absence de Rad14, le niveau de survie suite à l’exposition aux rayons UVA 
diminue significativement. Donc, Htz1 et Rad14 sont deux protéines clés dans la protection 
contre les rayons UV apportés par la metformine. 
 
En conclusion, avec les différents résultats de cette étude, il est possible de dire que la 
metformine permet une forme de protection contre les rayons UVC et UVA. 
 
Mots-clés : Metformine, Survie cellulaire, Réparation de l’ADN, Rayons ultraviolets, Rayons 
UVA, Rayons UVC, Rad14, Htz1
  
 
ii
Abstract 
 
Recently, metformin has been widely used to treat hyperglycemia of humans that have 
type II diabetes mellitus. Recently, some epidemiological studies have showed that 
populations of individuals being treated with metformin showed lower incidence of cancer. 
For example, there is a 78 % and 46 % reduction in the incidences of liver and pancreatic 
cancers, respectively. It has also been demonstrated that metformin protects against skin 
cancers caused by ultraviolet radiation-B (UVB) DNA damage. 
 
In this study, I have demonstrated that metformin significantly protects the budding 
yeast Saccharomyces cerevisiae from ultraviolet radiation-C (UVC) and from ultraviolet 
radiation-A (UVA)-induced death. I also showed that metformin increases the recruitment of 
the histone Htz1 linked to chromatin. In an htz1Δ strain, the metformin protection from UVA-
induced death is significantly reduced. Htz1 is important for the recruitment of Rad14 to sites 
of DNA damage, important for the detection of these sites. Furthermore, nuclear recruitment 
of Rad14 was significantly increased in cells previously treated with metformin. In the 
absence of Htz1, the survival rate to UVA exposure in presence of metformin drops 
significantly. So, Htz1 and Rad14 are two key proteins involved in the protection by 
metformin against UV DNA damage. 
 
With all the results of this study, it was shown that metformin can confer some 
protection against UVC and UVA for yeast. 
 
Keywords : Metformin, Cell survival, DNA repair, Ultraviolet rays, UVC,  UVA, Rad14, 
Htz1 
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1.1.2. Cible connue de la metformine 
 
Jusqu’à présent, les différentes études faites sur la metformine ont démontré le 
processus de métabolisme de ce médicament. Tout d’abord, la prise de la metformine par le 
corps début par les cellules entérocytes des intestins via le transporteur PMAT (« Plasma 
Mono-Amine Transporter ») (11). Ensuite, la metformine est transportée dans le sang par la 
veine porte en direction du foie (11). Ce dernier joue un rôle important dans le métabolisme du 
glucose (Voir la revue de la littérature (12)). De plus, chez les patients diabétiques, les 
fonctions hépatiques ne sont plus régulées correctement (13). Finalement, le surplus de 
metformines dans le sang est évacué par les voies rénales (11). Aussi, la concentration de 
metformine dans le corps dépend grandement de l’organe étudié. Par exemple, puisque la 
metformine est tout d’abord transportée par la veine porte vers le foie, la concentration 
hépatique de metformine se trouvera plus grande qu’ailleurs dans le corps (11,14). 
 
Dans les cellules hépatiques, la metformine s’introduit dans les hépatocytes via le 
transporteur OCT1/3 (11,14,15). Alors, la metformine inhibe le complexe I de la mitochondrie 
(Figure 2) (14,16,17). Ce complexe permet d’oxyder le NADH de la mitochondrie vers du 
NAD+ (18). Le niveau de production d’ATP est alors diminué (14). Ceci augmente donc le 
ratio AMP/ATP, ce qui active l’AMPK (« AMP Kinase ») (14). Alors, les différentes voies de 
signalisation qui sont activées par l’AMPK sont activées. 
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Figure 2. Voie de signalisation connue de la metformine (14). 
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1.1.3. L’effet de la metformine sur le cancer 
 
Au milieu des années 2000, Josie Evans et al. ont suggéré que la metformine pouvait 
diminuer les risques de cancer (19). Dans leur étude d’épidémiologie, elle met en évidence 
que, de toutes les personnes souffrant de diabète de type II, les personnes, prenant de la 
metformine, ont une réduction de ~23-44% de développer un cancer en général (19).  
 
Cependant, certains épidémiologistes ont critiqué la façon de choisir ou d’interpréter 
les données (20,21). En effet, certaines études n’ont pas utilisé la même fenêtre de temps pour 
comparer les patients contrôles et les patients souffrant de diabètes de type II. Parmi ces 
dernières, l’étude qui montre une réduction de 63% des risques de développer le cancer lors de 
la prise de metformine serait controversée (20,22).  
 
Selon Suissa et al., quelques études ont néanmoins de meilleures méthodologies ainsi 
que des processus d’analyse plus rigoureux (20). Parmi celles-ci, certaines prétendent que la 
metformine ne confère pas de protection contre le cancer (20,23-26). Une autre suggère que la 
metformine pourrait augmenter les chances de développer un cancer de la prostate (27). Tout 
de même, parmi celles satisfaisant aux critères de Suissa et al., plusieurs confèrent à la 
metformine, une protection contre le cancer (20,28-32). Parmi celles-ci, l’étude faite par 
Sadehi et al. montre que la metformine permet une augmentation d’environ 32% du taux de 
survie à un cancer du pancréas (Figure 3) (31). Malgré le fait que certaines études aient 
potentiellement mal interprété les données entre la metformine et le cancer, il semble possible 
qu’il y ait une certaine causalité entre la metformine et la réduction du cancer. 
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Figure 3. Taux de survie à un cancer du pancréas avec (–) ou sans (…) la prise de 
metformine  (31). 
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Par la suite, Zhang et al. ont effectué une méta-analyse des différentes études montrant 
une corrélation entre la metformine et la réduction du taux de cancer (33). Grâce à leur 
analyse, Zhang et al. ont ressorti, des différentes études épidémiologiques sur la metformine, 
un certain lien entre la metformine et les différents types de cancer dont la probabilité de 
développement se voit réduite (Tableau 1) (33). Par contre, il n’a pas été dit par Suissa et al. si 
la méta-analyse effectuée par Zhang et al. avaient bien interprété les résultats. Les 
pourcentages de diminution présentés peuvent donc avoir été en partie biaisés selon la façon 
dont les données statistiques ont été analysées (Tableau 1). 
 
Tableau 1 : Réduction du taux de cancer chez les personnes prenant de la metformine 
(Adapté de (33)) 
Type de cancer Taux de diminution de cancer en présence de metformine (%) 
Foie 78 
Pancréas 46 
Colorectal 23 
Sein 6 
 
En plus d’une potentielle réduction du risque de développer le cancer de différents 
organes, la metformine réduit l’apparition de carcinome épidermoïde, plus particulièrement 
cutanés (34-37). Le principal facteur pour développer un cancer cutané est l’exposition aux 
rayons ultraviolets (UV). Une étude montre un lien possible entre la metformine et la voie de 
mTOR (« mammalian Target Of Rapamycin ») qui pourrait permettre de prévenir la 
croissance d’un cancer de la peau (35).  
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Il a précédemment été démontré que la metformine permet de réduire l’activité du 
complexe I de la mitochondrie (14,16,17). Alors, un groupe de chercheurs a désiré vérifier si 
la metformine avait un effet semblable dans les mitochondries des cellules cancéreuses. En 
effet, il a été démontré que le complexe I des mitochondries de cellules de cancer du côlon 
voit son activité réduite en présence de metformine (38). Il a aussi été démontré, à différentes 
reprises, que la metformine prévient la croissance de tumeurs. Notamment, la prise de 
metformine réduirait la croissance du cancer du côlon (38), du cancer de la peau (39), du 
cancer des ovaires (40), du cancer de l’estomac (41) ou du cancer du pancréas (42). De plus, il 
semblerait que la metformine puisse posséder un effet cardio-protecteur grâce aux différentes 
voies de signalisation qui sont influencées par ce dernier (Voir la revue de la littérature (14)).  
 
Un autre lien qui a été découvert entre la metformine et le cancer provient du fait que 
l’AMPK (« 5' Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase ») est plus phosphorylée 
en présence de metformine (39,43-46). Alors, cette kinase vient à être plus active (43). Cette 
kinase est utilisée par la cellule dans le rôle de régulation de la quantité de glucose dans le 
sang (44) ou participe à l’activation de différentes voies de signalisation dans la cellule (Voir 
la revue de la littérature (47)). Par exemple, la présence de metformine augmente la présence 
de XPC via l’AMPK dans les cellules de NHEK (« normal human epidermial keratinocytes ») 
(39). XPC entre dans la réparation de l’ADN suite à des dommages causés par les rayons UV. 
Alors, en présence de metformine, la plus grande présence de XPC permet une réparation plus 
rapide des dommages à l’ADN causé par les rayons UVB (39). De plus, la metformine et 
l’AMPK nécessite une autre voie de signalisation dans le but de protéger contre l’évolution 
d’un mélanome cutané (48). Cette voie implique l’AMPK et l’activation de p53 en présence 
de metformine (48). Un autre exemple montre que l’AMPK est nécessaire pour réduire la 
prolifération de cellules de cancer du sein en présence de metformine (45). 
 
En résumé, la metformine réduit les risques de développer certaines sortes de cancer 
(Voir Figure 3 et Tableau 1). Différentes voies de signalisation (mTOR, AMPK, etc.) sont 
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influencées par la metformine. Il est donc important de comprendre le mécanisme d’action 
qu’apporte la metformine dans la cellule pour permettre une prévention du cancer. 
 
1.2. Le lien entre la metformine et les rayons UV 
 
1.2.1. Les trois types de rayons UV 
 
Les rayons UV sont classés en trois catégories selon la longueur d’onde qui est utilisée 
(Tableau 2). 
 
Tableau 2 : Longueur d’onde des rayons UV (Adapté de (49) 
Type d’UV Longueurs d’onde (nm) 
UVA 400-315 
UVB 315-280 
UVC 280-100 
 
 
Chaque type de rayons UV possèdent des caractéristiques qui lui sont propres. Tout 
d’abord, puisque les longueurs d’onde de chaque sorte de rayons UV changent, l’énergie que 
possède chaque rayon est aussi modifiée. La quantité d’énergie entre les différents types d’UV 
est inversement proportionnelle aux longueurs d’onde qui les distinguent lorsqu’on prend en 
compte le principe de physique de l’équation de Planck-Einstein (50) : 
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ܧ = ℎݒ = ℎ × ܿߣ 
E = énergie, h = constante de Planck, v = fréquence, c = vitesse de la lumière, λ = longueur 
d’onde 
 
Donc, l’énergie provenant des rayons UVC est plus grande que l’énergie provenant des 
rayons UVB ou UVA. En effet, la longueur d’onde des rayons UVC est plus petite (50). Pour 
la même raison, l’énergie provenant des rayons UVB est plus grande que celle provenant les 
rayons UVA. Ainsi, lors de l’exposition de cellules aux rayons UV, les rayons UVC vont être 
plus dommageables que les rayons UVB ou UVA (50). Le même principe est applicable entre 
les rayons UVB et UVA, les rayons UVB sont plus dommageables pour la cellule que les 
rayons UVA (50). Donc, puisque les rayons UVC émettent plus d’énergie, ils sont 
principalement utilisés lors d’études sur la réparation de l’ADN suite à l’exposition à des 
rayons UV. 
 
De plus, une autre raison pour laquelle les rayons UVC sont souvent utilisés provient 
de la possibilité d’absorption des rayons UV par l’ADN. En effet, une des propriétés 
physiques de l’ADN est de pouvoir absorber au maximum la longueur d’onde de 260 nm. Ceci 
est donc une des raisons pour laquelle la majorité des différentes études utilisant les rayons 
UV utilisent les rayons UVC.  
 
Par contre, les rayons UVC sont absorbés par l’atmosphère (51). En effet, la couche 
d’ozone les absorbe complètement. Alors, la valeur des résultats des différentes études 
utilisant les rayons UVC est moins importante que ceux qui impliquent les rayons UVB ou 
UVA, rayons auxquels nous sommes exposés tous les jours. Alors, l’utilisation des rayons 
UVC permet de mieux comprendre les mécanismes de réparation de l’ADN.  Par contre, il est 
aussi important d’étudier la réparation des dommages effectués par les rayons UVB ou UVA. 
Donc, dans le but d’être le plus représentatif possible de la réalité, il est mieux d’effectuer une 
étude utilisant les rayons UVB ou les rayons UVA. 
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1.2.2. Les dommages à l’ADN causés par les rayons UV 
 
Chaque sorte de rayons ultraviolets fait subir des dommages à l’ADN. Les dommages 
qui sont créés sont surtout du type simple brin tels que la formation de dimères de pyrimidines 
cyclobutyliques (CPD) (Figure 4).  
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Le type de rayons UV joue un rôle sur le type de CPD qui sera créé suite à l’exposition 
à ceux-ci. En effet, selon le type de rayons UV utilisé, ce ne sont pas les mêmes pyrimidines 
qui forment un cycle butylique. Dans le cas des UVC, le CPD formé est principalement fait 
entre deux cytosines (53). Lors de l’exposition aux rayons UVB, le dimère est généralement 
constitué entre deux thymines ou d’une thymine et d’une cytosine (53,54). Dans le cas de 
l’exposition aux rayons UVA, la production de dimères aura lieu entre deux thymines la 
majeure partie du temps (53,54).  
 
En plus de la formation de CPD, il y a un débat concernant les dommages causés par 
les rayons UVA dans la littérature. En effet, plusieurs recherches utilisant les rayons UVA 
rapportent l’augmentation de ROS (« Reactive Oygen Species ») dans la cellule (55,56). Par 
contre, avec le temps, il a été montré que les rayons UVA causent plus de CPD que de dérivés 
oxydatifs (53,54). Il est donc intéressant d’évaluer les deux différents types de dommages 
possibles. Nous pourrons alors déterminer quelle est la principale voie impliquée dans la 
réparation de l’ADN, suite à l’exposition aux rayons UVA.  
 
Une autre sorte de dommages à l’ADN, causée par les rayons UV, est la formation de 
6,4-PP (photoproduits-6,4) (Figure 5). Ceux-ci proviennent de la formation d’une liaison 4’-6’ 
entre deux bases azotées. La formation de ces 6,4-PP est seulement possible suite à 
l’exposition à des rayons UVC ou à des rayons UVB, mais pas lors de l’exposition à des 
rayons UVA (57).  
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1.2.3. Réparation de l’ADN par excision de nucléotides 
 
Le mécanisme de réparation de l’ADN, dans le but de réparer les CPD ou les 6,4-PP, 
consiste principalement à effectuer une réparation par excision des nucléotides. Pour ce faire, 
les protéines sont recrutées de deux façons différentes. La première, la voie GG-NER 
(« Global Genome Nucleotide Excision Repair »)  est faite pour les dommages faits au niveau 
de l’hétérochromatine ou à un gène qui n’est pas en train d’être transcrit (Figure 6). L’autre 
voie, la voie TCR-NER (« Transcription-Coupled Repair Nucleotide Excision Repair »),  
permet la réparation d’un gène en train de subir une transcription (Figure 6). 
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Figure 6. Voie principale de réparation de l’ADN par excision de nucléotides (58). 
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Pour la voie de GG-NER, il y a tout d’abord le recrutement de Rad14, ainsi que de 
Rad4/Rad23, dans le but de détecter l’emplacement du CPD dans le génome (58,59). Alors, 
l’excision des nucléotides est faite grâce au complexe de Rad10/Rad1 dans une direction 
5’Æ3’ et de Rad2 dans une direction 3’Æ5’ (58,60). 
 
Pour la voie de TCR-NER, le dommage à l’ADN, causé par les rayons UV, doit se 
faire détecter et réparer d’une façon légèrement différente. Dans le but d’arrêter l’avancement 
de la polymérase à ARN II, il y a le recrutement de Rad26 (61). Par la suite, la détection du 
CPD est effectuée à l’aide du même complexe Rad4/Rad23 et de Rad14. Le reste de la 
procédure de réparation de l’ADN est la même que pour la voie de GG-NER. 
 
1.2.4. Les effets connus de la metformine par rapport aux rayons UV 
 
Comme il a été mentionné plus tôt, l’exposition aux rayons UV entraîne des dommages 
à l’ADN. Le laboratoire de Dr. He a effectué une étude  s’intéressant à la réparation des 
dommages à l’ADN causés par les rayons UVB en présence de metformine (39). Donc, en 
utilisant des cellules de mammifères, l’équipe de Dr. He a pu évaluer la progression de la 
réparation des CPD, ou des 6,4-PP, en présence de metformine (39). De plus, l’équipe de Dr. 
He a aussi démontré que la prise de metformine réduit la formation de tumeurs cutanées chez 
les souris suite à l’exposition à des rayons UVB (39). Ils ont pu comparer l’effet apporté par la 
metformine sur l’AMPK avec l’ajout d’AICAR (« 5-Aminoimidazole-4-carboxamide 
ribonucleotide »), un autre composé qui stimule l’activité de l’AMPK (39). 
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La metformine joue un rôle important dans la cellule pour permettre une réparation 
plus rapide des CPD (Figure 7A) (39). Par contre, elle a peu d’effet sur la vitesse de réparation 
des 6,4-PP lorsqu’en présence de metformine (Figure 7B) (39). Alors, il semble que la 
metformine joue un certain rôle pour la protection de la cellule contre les rayons UVB, mais 
pour un cas précis de réparation de l’ADN.  
 
Dans le but de mieux comprendre la raison pour laquelle la réparation des CPD se 
faisait plus vite, le laboratoire de Dr. He a évalué, par immunobuvardage, la présence de la 
protéine XPC (l’équivalent en cellules de mammifères de Rad4 chez les levures (62)) (39). 
Pour ce faire, ils ont démontré que l’AMPK est nécessaire pour permettre l’expression de la 
protéine XPC (Figure 7C) (39). Ils ont aussi prouvé que la protéine XPC est plus exprimée 
lorsqu’en présence de metformine (Figure 7D). Ceci entre en accord avec le fait que la 
metformine augmente l’activité de l’AMPK. Puisque cette dernière est plus active en présence 
de metformine (43,47) et qu’elle permet un contrôle de l’expression du gène codant XPC (39), 
il est normal que XPC soit plus exprimé lorsqu’en présence de metformine. 
 
1.3. L’utilisation de la levure Saccharomyces cerevisiae comme 
organisme modèle 
 
1.3.1. Organisme modèle permettant de faire des études génomiques 
 
Dans le but de pouvoir faire des études génomiques à grande échelle, il est bien de 
pouvoir utiliser un organisme eucaryote modèle. De plus, l’expression endogène des différents 
gènes permet de mieux comprendre le véritable effet d’un composé chimique sur la cellule. 
Donc, grâce à l’utilisation de la levure Saccharomyces cerevisiae, il est possible d’effectuer 
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différentes modifications au génome à l’aide de la technique de recombinaison homologue, 
sans toutefois mettre l’organisme en danger. 
 
Par exemple, il est possible de supprimer entièrement un gène du génome en le 
remplaçant par un gène codant pour une résistance à un antibiotique (63). Il est également 
possible d’ajouter, directement en 3’-UTR, un gène codant pour une protéine fluorescente telle 
que la GFP (« Green Fluorescent Protein ») (64). Nous pourrons ainsi observer l’expression 
endogène du gène en question en utilisant de la microscopie à fluorescence, tout en soumettant 
la levure à différentes conditions. Toujours à l’aide de microscopie à fluorescence, nous 
aurons aussi l’opportunité d’étudier l’emplacement d’une protéine suite à l’exposition des 
levures à différentes conditions (64,65). Comme il est possible de le constater, l’utilisation de 
la levure permet d’effectuer toutes sortes de recherches génomiques dans des conditions 
normales pour la cellule. 
 
Dans le laboratoire de Dr. Michnick, une technique a été développée pour quantifier 
l’interaction entre deux protéines sous leurs propres conditions natives (ou « sauvages »). 
Cette technique est le PCA (« Protein-fragment Complementation Assay ») (66). Cette 
technique de criblage consiste en une coupure du gène DHFR en deux. Alors, il est possible 
d’effectuer un criblage génomique à haut débit grâce à l’ajout chaque partie du gène DHFR en 
3’ de deux gènes d’intérêts dans le génome (67,68). Par conséquent, lorsqu’il y a l’expression 
des deux gènes d’intérêt, si les deux protéines produites viennent à être très près l’une de 
l’autre, les deux fragments protéiques composants la protéine DHFR vont pouvoir reformer la 
protéine DHFR.  
 
La protéine DHFR entre dans le métabolisme des folates (voir la revue de la littérature 
(69)). Le méthotrexate entre en compétition avec les folates dans le métabolisme de DHFR. 
Pour ce faire, ce dernier entre dans le site actif du DHFR, site où les folates entrent 
normalement (70,71). Alors, en présence de méthotrexate, la cellule risque de mourir 
puisqu’elle ne pourra plus synthétiser certains éléments essentiels à sa survie. 
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1.3.2. Différentes protéines importantes dans la réparation des dommages à 
l’ADN causés par les rayons UV 
 
1.3.2.1. Ino80 et la réparation de l’ADN 
 
La protéine Ino80 fait tout d’abord partie d’un grand complexe se nommant 
« complexe INO80 » (74). Ce complexe est formé de 25 sous-unités, dont Ino80, Rvb1/2 
(75,76), Ies6 (77) et Arp4/8 (74,78-80). L’architecture complète du « complexe INO80 » a été 
déterminée à l’aide de la technique de microscopie électronique utilisant la cryogénie (74). 
Suite à cette étude, la fonction du « complexe INO80 » fut démontrée comme étant une 
« pince » (« clamp ») autour des nucléosomes dans le but de permettre l’échange d’histone 
(74). De plus, il a été montré que la protéine Arp8 du « complexe INO80 » est très importante 
pour le bon fonctionnement de ce dernier (77). En effet, la vitesse de remodelage de la 
chromatine est diminuée en absence de Arp8 (77). Finalement, lorsque la protéine Ies6 est 
absente du complexe, il y a une diminution de l’activité du « complexe INO80 » permettant 
l’échange entre l’histone H2AZ vers l’histone H2A (77). Ceci permet donc de retirer l’histone 
H2AZ suite à la réparation de l’ADN. 
 
La protéine Ino80 est impliquée dans le remodelage de la chromatine suite à 
l’exposition à différents facteurs de stress pour la levure (81). Par exemple, Ino80 est 
nécessaire pour permettre à la cellule de répliquer l’ADN suite à l’exposition à un facteur de 
stress. En effet, suite à une exposition à de l’hydroxyurée, une molécule qui réduit la quantité 
de nucléotides dans la cellule, les levures déficientes en INO80 (ino80Δ) ne peuvent se 
répliquer à nouveau (81,82).  
 
De plus, Ino80 est recruté à des endroits précis du génome où il y a une grande 
présence d’histone. Parmi ceux-ci, il y a le site HMLα chez la levure (83). De plus, Ino80 est 
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recruté près du site de coupure de l’endonucléase HO (84,85). Son rôle principal est de retirer 
l’histone Htz1 suite à la réparation de l’ADN (86,87). 
 
Ino80 est aussi recrutée lorsque la levure subit un dommage à l’ADN nécessitant une 
recombinaison homologue (81,88,89) ou encore lorsque la levure est exposée à des rayons UV 
(81,83). Le recrutement d’Ino80 est fait dans le but de changer les histones qui sont en place. 
Ce qui est le plus constant ces différentes situations, c’est qu’Ino80 semble nécessaire pour 
permettre la survie des levures suite à l’exposition à des conditions nécessitant une réparation 
de l’ADN (81). 
 
Chez la levure, Ino80 interagit avec des protéines particulières lors de l’exposition à 
des rayons UV. Sarkar et al. ont montré qu’Ino80 interagissait avec Rad4 et Rad23 (83). Ces 
deux protéines jouent un rôle dans la réparation des CPD (voir Figure 6). Chez les cellules de 
mammifères, les homologues d’Ino80 sont importants dans la réparation des dommages à 
l’ADN causé par les rayons UV (90). De plus, puisqu’Ino80 est ressorti positif du criblage 
génomique utilisant la technique de PCA DHFR en présence de metformine, il est intéressant 
de venir à mieux le comprendre.  
 
Il semblerait que la suppression du gène INO80 rend les cellules un peu plus sensibles 
aux rayons UV lors d’une grande exposition à des rayons UVC (81,83,91). Tout d’abord, la 
quantité de rayons UVC joue un grand rôle au niveau du taux de survie (81,83,91). Malgré ce 
fait, il a été démontré que le taux de réparation des CPD vient à être réparé sensiblement à la 
même vitesse lorsqu’en présence, ou en absence, d’Ino80 (83). Donc, il se pourrait que la 
présence d’Ino80 soit importante selon la quantité de dommages à l’ADN faite par les rayons 
UV. S’il y a trop de dommages à l’ADN faits par les rayons UV, Ino80 est très important, 
sinon, il ne le serait pas. 
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1.3.2.2. Htz1 et la réparation de l’ADN 
 
Dans le cas de l’exposition aux rayons UV, la formation de CPD exige à la cellule 
d’effectuer une réparation de l’ADN dans le but de pouvoir survivre. Les protéines de 
réparation de l’ADN doivent donc avoir accès à tous les sites de dommages à l’ADN. Il a été 
récemment démontré que l’histone Htz1 est recrutée dans le but de promouvoir la réparation 
de l’ADN par excision de nucléotides (92). La raison pour laquelle cette histone est recrutée 
provient du fait qu’elle permet l’exposition de certaines régions d’hétérochromatine aux 
différentes protéines responsables de détecter les dommages à l’ADN (92).  
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Figure 9. Le recrutement de Rad14 au niveau de l’ADN peut nécessiter la présence de 
Htz1 suite à l’exposition à des rayons UV (Yu et al., 2013). 
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A) Recrutement de Rad14 au niveau du gène MFA2 suite à l’exposition à des rayons UVC en 
présence ou absence de HTZ1. B) Recrutement de Rad14 au niveau du gène HMRa1 suite à 
l’exposition à des rayons UVC en présence ou absence de HTZ1. 
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Alors, dans des certaines zones denses en chromatine, Htz1 est nécessaire pour 
permettre le recrutement de Rad14 à l’ADN (Figure 9A) (92). Par contre, ce ne sont pas toutes 
les zones denses en chromatine qui nécessitent un recrutement de Htz1 suite à l’exposition à 
des rayons UV (Figure 9B) (92). Htz1 est donc nécessaire pour permettre la réparation des 
dommages à l’ADN fait par les rayons UV dans les zones où il est normalement recruté (92). 
Dans ce cas-ci, il a été montré qu’il est nécessaire pour permettre la réparation au niveau du 
gène MFA2, mais pas au niveau du gène HMRa1 (Figure 9) (92). 
 
De plus, Htz1 est aussi recruté pour permettre la réparation d’autres types de 
dommages à l’ADN tel que des dommages de type DSB (« double strand-break »). En effet, le 
recrutement de Htz1 se fait suite à des cassures dans le génome près du site de coupure de 
l’endonucléase HO (86,93,94). Ce site de coupure est présent dans une zone précise 
d’hétérochromatine (voir la revue de la littérature (95)). Par conséquent, lorsqu’un dommage à 
l’ADN est fait dans cette zone, il doit obligatoirement y d’avoir le recrutement de l’histone 
Htz1 dans le but de permettre l’accès au site de réparation de l’ADN (86,93). 
 
 Dans le but de permettre la réparation des DSB, Htz1 est tout d’abord recruté par le 
facteur de remodelage de la chromatine Swr1 (96). Ensuite, suivant la réparation d’un DSB, 
Htz1 est retiré par Ino80 (Figure 10) (77,86). Par contre, en absence d’Ino80, Htz1 n’est pas 
retiré du site de DSB (Figure 10). Ceci montre bien le lien entre Htz1 et Ino80 pour la 
réparation de l’ADN. Dans les cellules de mammifères, l’équivalent de Htz1, H2A.Z, est aussi 
recruté lors de réparation de DSB dans le but de promouvoir la réparation de l’ADN (97). 
 
Jusqu’à présent, suite à l’exposition aux rayons UV, la façon de recruter Htz1 demeure 
un certain mystère puisque son effet positif sur la réparation des dommages causés par les UV 
est relativement récent (92). 
 
De plus, Htz1 prévient le transfert de l’euchromatine vers l’hétérochromatine 
permettant la régulation de l’expression de certains gènes (98,99).  
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Figure 10. Ino80 retire Htz1 après la réparation d'un site de dommages à l'ADN (86). 
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1.3.2.3. Rad14 et la réparation de l’ADN 
 
La protéine Rad14 est recrutée au niveau de l’ADN suite à l’exposition à des rayons 
UV (voir Figure 6) (100). Rad14 fait partie des premières protéines à être recrutées suivant 
l’exposition à des rayons UV (voir Figure 6). En effet, Rad14 détecte la présence des 
dommages à l’ADN causé par les UV, les CPD ainsi que les 6,4-PP, dans le but que la cellule 
y remédie par la suite (100,101). De plus, Rad14 est nécessaire dans la réparation de 
dommages causés par les rayons UV lorsque la cellule entre en phase de mitose. En effet, si le 
gène encodant Rad14 est supprimé, la cellule arrête son cycle de mitose en phase G2/M (102).  
 
L’importance de Rad14 a été montrée à l’aide d’une suppression de gènes et d’une 
exposition aux rayons UVC. En utilisant une souche de levure déficiente en RAD14, les 
cellules ont de la difficulté à survivre (Figure 11A). Aussi, puisque cette étude a utilisé une 
faible quantité de rayons UVC, les cellules déficientes en INO80 peuvent survivre (Figure 
11A). En absence d’INO80, il est encore possible pour les cellules de permettre la réparation 
des CPD (Figure 11B). Par contre, les cellules, dans lesquelles le gène de RAD14 est invalidé, 
ne sont pas capables de réparer des CPD (Figure 11B).  
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Rad14 fait partie d’un complexe regroupant plusieurs protéines responsables 
d’effectuer la réparation des dommages à l’ADN provoqués par les rayons UV (103-105). Le 
complexe comprenant Rad14 est toujours présent dans la cellule, même si elle n’a jamais été 
exposé aux rayons UV (103). La cellule est donc prête à parer à toute lésion éventuelle à 
l’ADN que pourraient engendrer les UV. 
 
Le complexe comprenant Rad14 comprend les protéines Rad1 et Rad10 (104-106). Le 
rôle de ces deux dernières est de retirer les nucléotides qui ont été endommagés par les rayons 
UV (106). Rad14 sert de protéine d’ancrage pour Rad1 et Rad10 pour qu’elles effectuent leur 
activité de nucléases (106). En effet, selon l’étude effectuée par Guzder et al., lorsqu’il y a des 
mutations ponctuelles au niveau des acides aminés permettant la liaison de Rad1-Rad10 à 
Rad14, il n’y a plus la formation de complexes (105,106). Alors, en leur absence, il n’y a plus 
la possibilité de réparation de l’ADN. Ces résultats exposent donc l’importance que possède 
Rad14 pour la réparation de l’ADN.  
 
Plus récemment, différentes recherches ont été menées sur Rad14, mais en observant 
cellules de levures in vivo, à l’aide de la microscopie à fluorescence. La première étude 
confirme les précédentes (100,105), à savoir que la protéine Rad14 est recrutée au noyau suite 
à l’exposition à des rayons UV (59). Il semblerait qu’il y ait parfois un point fluorescent très 
brillant de Rad14-CFP qui se forme dans la cellule, mais pour une très brève période de temps 
suite à l’exposition à des rayons UV (59). Par contre, le point brillant n’est pas toujours visible 
suite à l’exposition à des rayons UV (59). Toujours dans cette étude, ils ont confirmé que 
Rad14 est nécessaire pour permettre le recrutement de Rad10 in vivo (Figure 12)  (59,105). 
Donc, Rad14 est vraiment la première protéine à être recrutée suite à l’exposition aux UV 
(59).   
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Figure 12. Rad14 est nécessaire pour permettre le recrutement de Rad10 (59).  
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Une seconde étude utilisant Rad14 et la fluorescence s’est intéressée à son recrutement 
nucléaire suite à l’exposition à d’autres composés chimiques provoquant un stress chez la 
cellule, soit l’HU (« hydroxyurée») ou le MMS (« Methyl Methanesulfonate ») (65). Rad14 
est plus recruté dans le noyau suite à l’exposition au HU ou au MMS (65). Par contre, aucun 
point fluorescent distinct ne semble être visible suite à une exposition à des composés 
chimiques (65). 
 
1.4. Projet de recherche 
 
1.4.1. Problématique et hypothèses 
 
Jusqu’à présent, la littérature concernant la metformine se concentre sur son effet sur le 
cancer ou sur le métabolisme de la cellule. La majeure partie du temps, les recherches sont 
faites dans des cellules de mammifères, et se limitent aux voies de signalisation connues pour 
être influencées par l’AMPK (Voir la revue de la littérature (46)). Récemment, une équipe 
s’est intéressée à l’effet potentiel de la metformine sur une réparation plus rapide des 
dommages à l’ADN créés par les rayons UVB (39). L’effet bénéfique apporté par la 
metformine est en lien avec l’activation de l’AMPK (39). En effet, l’activation de l’AMPK 
permet une plus grande production de XPC (39). 
 
Dans le laboratoire de Dr. Michnick, une étude a précédemment été faite pour 
comprendre un nouvel effet que possède la rapamycine sur le cycle cellulaire (107). Ce 
faisant, notre laboratoire s’est mis à étudier la metformine à l’aide de criblage génomique à 
haut débit dans le but de pouvoir identifier de nouvelles voies de signalisation dans lesquelles 
cette molécule peut être impliquée (Résultat non publié).  
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En me basant sur la littérature et sur les résultats du criblage génomique à haut débit, je 
vais montrer que la metformine permet de prévenir les dommages à l’ADN dû aux rayons 
UVC et aux rayons UVA.  
 
1.4.2. Buts et objectifs 
 
Le premier but de cette étude est de démontrer que la metformine permet de prévenir 
les dommages à l’ADN. Pour ce faire, je vérifierai tout d’abord la protection que permet 
d’apporter la metformine face aux rayons UV.  Alors, les différents objectifs s’y rattachant : 
 
• Vérifier l’absorbance de la metformine à différentes longueurs d’onde. 
• Vérifier si les rayons UVA produisent des dérivés oxydatifs à l’oxygène à l’aide de 
microscopie à fluorescence. 
• Vérifier la survie de la levure à l’exposition à des rayons UVC ou à des rayons UVA 
en présence de metformine. 
• Vérifier la production de CPD suite à l’exposition à des rayons UVA 
• Vérifier la réparation des CPD en présence de metformine 
 
Ensuite, je m’intéresserai à Ino80, le gène INO80 étant sorti positif du criblage génomique 
à haut débit effectué par Dr. Bram Stynen. De plus, en me basant sur la littérature, d’autres 
protéines impliquées dans la réparation de l’ADN, suite à l’exposition à des rayons UV, seront 
étudiées.  Donc, les différents objectifs seront les suivants : 
 
• Vérifier la survie de la levure à l’exposition à des rayons UV en présence de 
metformine et avec certains gènes supprimés 
• Vérifier si Ino80 joue un rôle dans la protection contre les dommages à l’ADN. 
• Vérifier si la metformine agit sur la présence de l’histone Htz1 dans la chromatine. 
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• Vérifier l’impact que possède l’histone Htz1 sur la survie cellulaire lors de 
l’exposition à des rayons UVA 
• Vérifier le recrutement nucléaire de Rad14 suite à l’exposition à des rayons UVA 
• Vérifier si la metformine possède un impact sur la présence de la protéine Rad14, 
responsable de détecter les dommages à l’ADN causé par les UVA. 
• Vérifier l’importance de Rad14 sur la survie cellulaire lors de l’exposition à des 
rayons UVA 
 
Alors, grâce aux résultats obtenus, il sera possible de mieux saisir l’effet de la présence 
de metformine au niveau cellulaire. 
 
1.4.3. Techniques utilisées 
 
Dans le cadre de ce projet de recherche, différentes techniques de laboratoire seront 
employées. Tout d’abord, dans le but de vérifier l’absorbance de la metformine, il est possible 
d’utiliser un spectrophotomètre UV/visible. Alors, en mesurant l’absorbance à différentes 
longueurs d’onde, il sera possible de déterminer les longueurs d’onde absorbées par la 
metformine et celles qui ne le sont pas du tout. 
 
Ensuite, à l’aide de microscopie à fluorescence, il est possible de pouvoir détecter et de 
quantifier la présence de ROS (« Reactive Oxygen Species »). Pour ce faire, il sera possible de 
détecter la présence de ROS dans la cellule à l’aide du marqueur 2′,7′-Dichlorofluorescein 
diacetate (DCFDA; Sigma 35845, Oakville). Suite à l’exposition à des rayons UVA ou à 
l’incubation des cellules en présence de peroxyde d’hydrogène comme contrôle positif pour la 
production de ROS, il sera possible de quantifier la production de ROS dans la cellule. Il sera 
alors possible de savoir si les rayons UVA viennent à augmenter la production de ROS dans la 
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cellule ou non en les comparant à la production de ROS suite à l’exposition à du peroxyde 
d’hydrogène. 
 
Une fois que je serai certain du type de dommages subit par la cellule, j’exposerai des 
levures à des rayons UVC ou UVA en absence ou présence de metformine. Il sera alors 
possible de déterminer le taux de survie que présentent les levures suite à l’exposition à des 
rayons UVC ou UVA. À l’aide de ce résultat, il sera possible de déterminer un nouveau 
phénotype apporté par la metformine. De plus, dans le but de confirmer les dommages à 
l’ADN causé par les rayons UVA, une expérience permettant de quantifier la présence de CPD 
sera effectuée. 
 
Par la suite, en me basant sur un des résultats positifs du criblage génomique de Dr. 
Bram Stynen, je pourrai supprimer le gène d’INO80 du génome en le remplaçant par un gène 
permettant une résistance à un antibiotique. La protéine Ino80, encodée par INO80, ne sera 
donc plus produite. À partir de ce résultat, il sera possible de vérifier l’importance que possède 
Ino80 sur le taux de survie suite à l’exposition à des rayons UVA. 
 
De plus, puisqu’il a été montré que l’histone Htz1 est recrutée suite à l’exposition à des 
rayons UV, je pourrai vérifier l’effet que possède la metformine sur la présence d’Htz1 à 
l’aide d’immunoprécititation de la chromatine (ChIP). Il a été démontré qu’Htz1 est recruté 
près du site de coupure par l’endonucléase HO (93). Alors, en me basant sur la littérature, je 
pourrai déterminer les amorces de PCR nécessaires à utiliser pour évaluer le recrutement 
d’Htz1 près du site de l’endonucléase HO. Il sera ensuite possible d’évaluer sa présence en 
hétérochromatine lorsque les levures ont été mises en présence de metformine lors de leur 
croissance (93).  
 
De plus, selon le résultat obtenu, il sera possible de confirmer l’importance que Htz1 
possède en invalidant le gène HTZ1 (htz1Δ) du génome. Alors, il sera alors possible de 
soumettre la souche de levure dans lequel le gène de HTZ1 est invalidé à des rayons UVA 
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dans le but de vérifier l’importance de la présence de Htz1 pour le phénotype apporté par la 
metformine. 
 
Finalement, puisque je m’intéresse aux dommages à l’ADN créés par des rayons UV, 
je vérifierai la présence de Rad14 dans la cellule à l’aide de microscopie à fluorescence. Donc, 
en utilisant une souche de levure où l’étiquette GFP a été directement ajoutée dans le génome, 
à la suite du gène codant pour Rad14, il sera possible de quantifier la présence de Rad14-GFP 
dans la cellule et le noyau. En mesurant la fluorescence moyenne de différentes cellules avant 
ou après l’exposition à des rayons UVA, il sera possible d’évaluer l’effet que possède la 
metformine sur la présence de cette protéine. Alors, il sera alors possible de soumettre une 
souche de levure dans lequel le gène de RAD14 (rad14Δ) est invalidé à des rayons UVA dans 
le but de vérifier l’importance de la présence de Rad14 pour le phénotype apporté par la 
metformine. 
 
Donc, à la suite de ces différentes expériences, il sera possible de mieux comprendre un 
nouvel effet bénéfique apporté par la metformine. Enfin, à l’aide de ces résultats, de nouvelles 
voies impliquant la metformine seront connues. Il sera alors possible de faire des études plus 
poussées dans des cellules de mammifères dans le but de venir à confirmer les différents 
résultats de cette étude. Finalement, cette étude va permettre d’apporter une nouvelle vision 
sur de la protection apportée par la metformine contre l’apparition de cancer. 
 
 
 
  
2. Matériels et méthodes 
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2.1. Milieu de culture de levures 
 
Le milieu de culture utilisé dans la majorité des cas pour faire la culture des levures fut 
le YPD qui contient 1% « yeast extract » (Bioshop, Burlington), 2% peptone (Bioshop, 
Burlington) et 2% dextrose (2% glucose (Bioshop, Burlington)). 
 
2.2. Souches et plasmides 
 
Les souches suivantes ont été utilisées pour exécuter les différentes manipulations de 
cette étude (Tableau 3). 
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Tableau 3 : Souches de Saccharomyces cerevisiae utilisées 
Souche Génotype Références 
BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Souche commune de laboratoire 
BLP001 BY4741 ino80Δ::KanMX4 Cette étude 
BLP002 BY4741 RAD14-GFP::HIS3MX 
Souche commune de laboratoire 
provenant de la collection GFP (64) 
BLP003 BY4741 htz1Δ::KanMX4 
Souche commune de laboratoire 
provenant de la collection de 
souches dans lequel le gène pour 
HTZ1 est invalidé (63) 
BLP04 BY4741 rad14Δ::KanMX4 
Souche commune de laboratoire 
provenant de la collection de 
souches dans lequel le gène pour 
RAD14 est invalidé (63) 
JKM179 
Δhml::ADE1 MATα Δhmr::ADE1 ade1-100 leu2-3,112 
lys5 trp1::hisG' ura3-52 ade3::GAL::HO 
(108) 
BLP180 JKM179 HTZ1-3HA::NAT1 Cette étude 
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Les plasmides suivants ont été utilisés dans le cadre de cette étude (Tableau 4). 
 
Tableau 4 : Plasmides utilisés pour cette étude 
Plasmide Génotype Source 
pAG25-
LINKER(GGGSG)2-3HA-
ADHterm 
Modèle de cassette pour ajouter l’étiquette 
3HA au gène voulu par recombinaison 
homologue 
Plasmide commun dans le 
laboratoire 
pAG32 
Modèle de cassette pour supprimer un gène 
par recombinaison homologue 
Plasmide commun dans le 
laboratoire 
 
2.3. Oligonucléotides utilisés pour les différentes expériences 
 
Les oligonucléotides suivants ont été utilisés pour permettre de créer les différentes 
souches de levures (Tableau 5 et Tableau 6). 
 
Tableau 5 : Oligonucléotides utilisés pour effectuer la suppression de gènes 
Gène Oligonucléotide sens (5’Æ3’) Oligonucléotide anti-sens (5’Æ3’) 
ino80Δ CATTTATAGACATGGGTAAAAAGC ATACCTTTTTTATTCCTTTGCCCT 
Vérification 
de 
l’intégration 
génomique 
TAGAAGTACTCGCCGATAGTG ACGGCGAAATAACCAAGACAG 
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Tableau 6 : Oligonucléotides utilisés pour ajouter l’étiquette 3HA au gène HTZ1 par 
recombinaison homologue 
Gène Oligonucléotide sens (5’Æ3’) Oligonucléotide anti-sens (5’Æ3’) 
HTZ1-3HA 
AGCATTATTATTGAAAGTGGAAAA 
AAAGGGAAGTAAGAAAGGCGGTG 
GCGGATCAGGAGGC 
AGGGAGAATTACGGGAAATGG 
GAAAGAAAAACTATTCTTCTTC 
GACACTGGATGGCGGCGTTAG 
 
Les oligonucléotides suivants ont été utilisés pour évaluer la présence de l’histone 
modifié Htz1 (Tableau 7). 
 
Tableau 7 : Oligonucléotides utilisés pour évaluer la présence de l’histone Htz1-3HA 
Oligonucléotide Séquence (5’Æ3’) Source 
DSB+0,2kb_f CCTGGTTTTGGTTTTGTAGAGTGG (93) 
DSB+0,2kb_r GAGCAAGACGATGGGGAGTTTC (93) 
DSBCtrlMDV1_f GCGGCCTGGTCACAGGTTCATACGAC (93) 
DSBCtrlMDV1_r TCATACGGCCCAAATATTTACGTCCC (93) 
 
2.4. Évaluation de la densité optique de la metformine 
 
La metformine a été diluée à l’aide de PBS à une concentration de 5 mM. Ensuite, à 
l’aide de l’appareil SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale), l’absorbance de la 
metformine a été mesurée de 190 nm à 700 nm dans une plaque UV Star Microplate (Greiner 
Bio One, Allemagne). Le coefficient d’extinction molaire de la metformine a été calculé à 
partir de la loi de Beer-Lambert :  
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A = εcl 
A = Absorbance, ε = coefficient d’extinction molaire, c = concentration en mol/L, l = longueur 
du trajet optique 
 
2.5. Production de cassette de recombinaison homologue 
permettant de remplacer un gène par un marqueur de 
résistance à un antibiotique 
 
Une cassette de recombinaison homologue a été créée selon le protocole établi 
précédemment dans la littérature (63). Brièvement, une cassette de recombinaison homologue, 
permettant de supprimer un gène, a été produite par PCR. Pour ce faire, l’oligonucléotide sens 
produit débute à partir de la région 5’-UTR du gène d’intérêt et continue dans la région 5’ du 
gène de résistance qui va remplacer le gène d’intérêt (Tableau 5). L’oligonucléotide anti-sens 
produit débute dans la région 3’-UTR du gène d’intérêt et continue dans la région 3’ du gène 
de résistance qui va remplacer le gène d’intérêt (Tableau 5). Alors, en effectuant un PCR, il est 
possible de produire une cassette de recombinaison homologue comprenant : [5’-UTR gène 
d’intérêt]-[Gène de résistance]-[3’-UTR gène d’intérêt]. Alors, par recombinaison homologue, 
il est possible de retirer le gène d’intérêt et de le remplacer par un gène permettant la 
résistance à un antibiotique. Le schéma suivant représente le principe de biologie moléculaire 
permettant la suppression d’un gène (Figure 13). L’intégration du gène de résistance à un 
antibiotique a été vérifiée à l’aide de la technique de PCR diagnostique décrite à la section 2.7. 
L’oligonucléotide sens utilisé pour la vérification correspond à des nucléotides à la fin du gène 
de résistance à l’antibiotique utilisé (Tableau 5). L’oligonucléotide anti-sens utilisé pour la 
vérification correspond à des nucléotides provenant du 3’-UTR du gène d’intérêt (Tableau 5). 
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Figure 13. Production d’une cassette de recombinaison homologue permettant de 
supprimer un gène du génome en le remplaçant par un gène de résistance à un 
antibiotique. 
A) Production de la cassette de recombinaison homologue de suppression de gènes à l’aide du 
plasmide pAG32. B) Schéma de recombinaison homologue permettant de supprimer un gène. 
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2.6. Production de cassette de recombinaison homologue 
permettant d’ajouter le marqueur 3HA dans le génome 
 
Une cassette de recombinaison homologue a été créée selon le protocole établi 
précédemment (107). En utilisant le plasmide pAG25-3HA, il est possible d’amplifier 
l’extrémité 3’ du gène d’intérêt auquel nous désirons ajouter l’étiquette 3HA avec toute la 
séquence désirée du plasmide (Linker-3xHA-ADH1terminator-TEF1promoteur-nat1-
TEF1terminator). Cette étape a été faire en utilisant les oligonucléotides provenant de la 
collection commune du laboratoire (67). 
 
2.7. Recombinaison homologue 
 
La souche de levures qui doit subir une recombinaison homologue, est préinoculée 
dans 5 mL de YPD à une température de 30°C. Le lendemain matin, les cultures ont été 
réinoculées dans 50 mL de YPD et remises en incubation à 30°C. Lorsque la densité optique à 
600 nm de la culture atteint 0,6, les cultures sont centrifugées à 4 000 rpm pour 5 minutes. 
Alors, les levures subissent un lavage à l’eau distillée et un lavage au tampon SORB (100 mM 
LiOAc (Bioshop, Burlington), 10 mM Tris-HCl pH 8,0 (Bioshop, Burlington), 1 mM EDTA 
pH 8,0 (Bioshop, Burlington), 1M Sorbitol pH 8,0 (Bioshop, Burlington)). Les levures sont 
resuspendues dans 360 µL de tampon SORB et 40 µL d’ADN simple brin de saumon (Sigma, 
Oakville) ont été ajoutés.  
 
20 µL de cellules et 8 µL de la cassette de recombinaison homologue ont été mis dans 
un tube Eppendrof commun en présence de 100 µL de PEG (100 mM LiOAc, 1 mM Tris-HCl 
pH 8,0, 40% PEG3350 (Bioshop, Burlington)). Les cellules ont alors été incubées à la 
température de la pièce pendant 30 minutes. 15 µL de DMSO (Fischer, Toronto) ont alors été 
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ajoutés. Les cellules ont ensuite été mises en incubation à 42°C pendant 20 minutes. Puis, elles 
ont été centrifugées à 2 000 rpm pendant 3 minutes. Le liquide surnageant a été enlevé et 100 
µL de YPD ont été ajoutés. Les cultures ont été mises en incubation à 30°C pendant 5-6 h 
avant d’être mises sur pétris contenant du YPD et l’antibiotique de résistance. Après 48-72h, 
les colonies qui ont poussé sont transférées sur un nouveau pétri contenant du YPD et 
l’antibiotique de résistance nécessaire (Hygromycine B ou « Nourseothricin » selon le gène de 
résistance utilisé). 
 
Dans le but de vérifier l’intégration dans le génome de la séquence d’ADN voulue, une 
vérification par PCR a été effectuée. Pour ce faire, à l’aide de la pointe d’une pipette, il est 
possible de transférer une partie de la culture de levures dans une solution de lyse (100 mM 
NaH2PO4 pH 7,5 [Fischer, Toronto], 2U Zymolyase [BioShop, Burlington]) pour une période 
de 20 minutes à la température de la pièce. Ensuite, le tube est mis en incubation à 37°C et à 
95°C pour une période de 5 minutes à chaque fois. Pour terminer, le contenu des tubes est 
dilué 5 fois avec de l’eau distillée avant de subir une PCR diagnostique. 
 
2.8. Évaluation de la survie suite à des dommages à l’ADN 
 
Les levures ont subi une préincubation pour la nuit dans 3 mL de YPD à une 
température de 30°C. Le lendemain matin, les cultures ont été réinoculées dans 3 mL de YPD 
avec ou sans metformine pour obtenir une densité optique à 600 nm inférieure à 0,05. Les 
cultures ont été remises en incubation à 30°C jusqu’à ce que la densité optique à 600 nm soit 
entre 0,2-0,3. Après quoi, chaque culture a subi deux lavages au PBS. Après ces lavages, les 
cultures qui contenaient de la metformine ont reçu un ajout de la même concentration de 
metformine. Ensuite, les différentes cultures ont été exposées aux rayons UVC pendant 10 
minutes (le PBS absorbe un peu les UVC (Résultat non présenté)) ou aux rayons UVA pour 
une période de 1 minute à l’aide de la lampe UVGL-58 (UVP, Upland). Chaque culture est 
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alors diluée mille fois avec de l’eau distillée préalablement autoclavée avant d’être mise sur un 
pétri contenant du YPD solidifié à l’aide de 2% agar (Bioshop, Burlington). Les pétris sont 
alors remis à 30°C pour 48h avant de compter le nombre de colonies qui ont survécu. 
 
Le calcul du pourcentage de survie a été calculé de la façon suivante : 
 
Pourcentage	de	survie=Colonies	survivantes	après	exposition	aux	rayons	UVColonies	survivantes	avant	exposition	aux	rayons	UV ×100 
 
La courbe de dose-réponse a été tracée à l’aide du logiciel R 3.1.3 et du paquet DRC 
(« Dose-Response Curve »). 
 
2.9. Évaluation de la présence de CPD par la technique d’ELISA 
 
La technique utilisée se base en partie sur la littérature (39) et sur l’utilisation du « kit » 
High Sensitivity CPD ELISA Kit featuring mAb TDM-2 (CosmoBio USA, Carlsbad). Tout 
d’abord, les levures ont subi une préincubation pour la nuit dans 15 mL de YPD à une 
température de 30°C. Le lendemain matin, les cultures ont été réinoculées dans 50 mL de YPD 
avec ou sans metformine pour obtenir une densité optique à 600 nm inférieure à 0,05. Les 
cultures ont été remises en incubation à 30°C jusqu’à ce que la densité optique à 600 nm soit 
aux environs de 0,5. Après quoi, chaque culture a subi deux lavages au PBS. Après ces 
lavages, les cultures qui contenaient de la metformine ont reçu un ajout de la même 
concentration de metformine. Ensuite, les différentes cultures ont été exposées aux 
rayons UVA pour une période de 1 minute à l’aide de la lampe UVGL-58 (UVP, Upland).  
 
Chaque culture est alors centrifugée à 4000 rpm dans le but de retirer le surnageant 
contenant le PBS. Les cultures sont alors resuspendues dans 50 mL YPD et remises à 
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incubation à 30°C selon différents temps de récupération. Après le temps de récupération 
désiré, chaque culture subi deux lavages à l’eau distillée. Alors, les cultures sont centrifugées 
une dernière fois, et seul le culot de cellules est conservé et mis à -80°C jusqu’à ce la 
purification de l’ADN génomique soit entamée. 
 
Ensuite, une purification de l’ADN génomique est nécessaire. Pour ce faire, un 
protocole standard a été utilisé (109). La concentration de l’ADN génomique purifiée a été 
effectuée à l’aide de la densité optique à 260 nm à l’aide de l’appareil NanoDrop 2000c 
(Thermo Scientific, Toronto). 
 
Alors, le protocole provenant du « kit » High Sensitivity CPD ELISA Kit featuring 
mAb TDM-2 a alors été utilisé sans modification. La densité optique finale a été mesurée à 
l’aide de l’appareil SpectraMax 190 à 492 nm comme le protocole le mentionnait. 
 
2.10. Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 
 
La technique utilisée se base principalement sur la littérature (93,110). Brièvement, les 
cellules ont subi une préculture dans du  YPRaffinose (1% d’extrait de levures, 2% de peptone 
et 2% de raffinose (Bioshop, Burlington)) pour une nuit. Le lendemain, les cultures ont été 
réinoculées dans du nouveau YPRaffinose en la présence ou l’absence de 5 mM metformine. 
Lorsque la densité optique à 600 nm atteint 0,5, le formaldéhyde (Bioshop, Burlington) est 
ajouté (concentration finale = 1%) dans le but de fixer les cellules. Les cellules sont alors 
incubées à la température de la pièce pour 10 minutes. La réaction est arrêtée en ajoutant 125 
mM de glycine (Bioshop, Burlington). Les cellules sont, par après, incubées pendant 5 
minutes à la température de la pièce. Les cellules sont récoltées par centrifugation à 3 000 rpm 
à 4°C pendant 5 minutes, puis lavées 3 fois au TBS (50 mM Tris-HCl pH7,5, 150 mM NaCl) 
et misent à -80°C. 
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Les cellules sont alors resuspendues dans du tampon de lyse (50 mM HEPES pH 7,5 
(Bioshop, Burlington), 150 mM NaCl (Bioshop, Burlington), 1 mM EDTA, 1% Triton X-100 
(Fischer, Toronto), 0.1% SDS (Bioshop, Burlington), 0.1% Sodium deoxycholate (Fischer, 
Toronto)) en présence de 0,5 g de billes de verres. Les cellules ont alors subi sept phases 
subséquentes de lyse par agitation pendant 30 secondes avec des périodes de repos de 30 
secondes sur glace. Pour réduire l’ADN en petits fragments, les cellules lysées sont alors 
soumises à un sonicateur pendant 15 secondes à six reprises, en plus d’un temps de repos de 
45 secondes entre chaque sonication. Les cellules lysées sont alors centrifugées et seul le 
surnageant, contenant l’ADN, est conservé. Le surnageant est alors remis à -80°C. 
 
Le lendemain, 50 µL de surnageant est conservé pour servir d’INPUT. 350 µL de 
surnageant sont mis en présence de 20 µL de billes EZ view Anti-HA (Sigma, Oakville). Les 
billes sont alors mises en incubation pendant 3h à 4°C. Les complexes anticorps-protéines sont 
alors lavés à deux reprises au tampon de lyse, puis une fois au tampon de lyse avec une haute 
concentration en sel (Tampon de lyse + 500 mM NaCl), une fois au tampon de lavement (10 
mM Tris pH8,0, 0,25 M LiCl (Fischer, Toronto), 0.5% Nonidet P-40 (Bioshop, Burlington), 
0,5% Sodium deoxycholate) et en terminant au tampon TE (10 mM Tris-HCl pH7,5, 1 mM 
EDTA). 100 µL de tampon d’élution (50 mM Tris-HCl pH7,5, 10 mM EDTA, 1% SDS) est 
alors ajouté et les complexes sont mis en incubation à 65°C pendant 10 minutes. Les tubes 
sont centrifugés et le surnageant est conservé. Du tampon TE+0,67% SDS est alors ajouté aux 
billes et ils sont à nouveau incubés à 65°C pendant 10 minutes avant d’être de nouveau 
centrifugé. Le surnageant est encore conservé et est ajouté au premier tube d’élution. 200 µL 
de TE+1% SDS est ajouté aux échantillons d’INPUT. Tous les tubes sont alors incubés à 65°C 
pour la nuit. 
 
Le lendemain, 250 µL de tampon TE est ajouté à chaque échantillon. 5 µL de 
Proteinase K (20mg/mL, Invitrogen, Burlington) et 5 µL de glycogène (20 mg/mL, Thermo, 
Toronto) sont ajoutés à chaque échantillon. Les échantillons sont alors incubés à 37°C pendant 
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2h. Ensuite, 55 µL de 4 M LiCl sont ajoutés à chaque échantillon ainsi que 200 µL de Phénol-
Chloroforme-Alcool Isoamylique (PCI, Sigma, Oakville). Les tubes sont alors centrifugés 
pendant 5 minutes à 13 000 rpm. La phase aqueuse de chaque échantillon est conservée dans 
un nouveau tube. 1 mL d’éthanol 100% est ajouté à chaque tube dans le but de faire précipiter 
l’ADN. Les tubes sont alors centrifugés à 12 000 rpm pendant 15 minutes à 4°C. 1 mL 
d’éthanol 70% est ajouté à chaque tube dans le but de précipiter l’ADN. Les tubes sont alors 
centrifugés à 12 000 rpm pendant 15 minutes à 4°C. Le surnageant est enlevé et seul le culot 
d’ADN est conservé. Le culot est séché à l’air libre avant d’être suspendu dans du tampon TE. 
 
Chaque échantillon peut alors subir une PCR pour amplifier la région d’intérêt 
montrant l’interaction entre la protéine d’intérêt et l’ADN. Par la suite, une photo des gels, 
marqués au bromure d’éthidium (Bioshop, Burlington), a été prise à l’aide de l’appareil 
GelDoc XR+. Le temps d’intégration du signal émis par le bromure d’éthidium a été réduit 
dans le but de ne pas saturer le signal obtenu. L’intensité des bandes a été mesurée avec le 
logiciel ImageLab 5.0. Le contraste a été augmenté seulement pour la figure finale pour 
améliorer le contraste entre les différents échantillons, sans toutefois influencer les intensités 
mesurées. L’équation suivante a été utilisée pour mesurer le recrutement de la protéine 
d’intérêt, en prenant compte de la région du contrôle interne MDV1 dans le but de normaliser 
la présence de Htz1 (93) : 
 
Recrutement=	 ChIP	(Site	de	liaison	Htz1-3HA) INPUT	(Site	liaison	de	Htz1-3HA)⁄	ChIP	(Contrôle	interne	MDV1) INPUT	(Contrôle	interne⁄ 	MDV1)  
 
2.11. Évaluation de la présence de dérivés réactifs à l’oxygène 
 
Le protocole utilisé pour évaluer la présence de ROS dans les cellules s’inspire d’un 
protocole établi dans les cellules de mammifères (111). Brièvement, les levures ont subi une 
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préincubation pour la nuit dans 3 mL de YPD à une température de 30°C. Le lendemain matin, 
les cultures ont été réinoculées dans 3 mL de YPD en présence ou absence de 5 mM 
metformine pour obtenir une densité optique à 600 nm inférieure à 0,05. Les cultures ont été 
remises en incubation à 30°C jusqu’à ce que la densité optique à 600 nm soit entre 0,3-0,4. Par 
la suite, chaque culture a subi deux lavages au PBS. Ensuite, les cultures qui contenaient de la 
metformine ont reçu un ajout de la même concentration de metformine. Les cultures furent 
ensuite exposées aux rayons UVA pour une période de 1 minute à l’aide de la lampe UVGL-
58. 
 
En parallèle, lorsque les milieux de culture atteignent la densité optique à 600 nm de 
0,3-0,4, 700 µM H2O2 ont été ajoutés aux milieux de culture et ceux-ci sont remis à incuber à 
30°C pendant 60 minutes.  
 
Une fois qu’a eu lieu l’exposition aux rayons UVA ou celle au H2O2, nous avons ajouté 
un marqueur fluorescent de ROS, 2’,7’-Dichlorofluorescein diacetate (DCFDA, Sigma 35845, 
Oakville), et les milieux ont été remis à l’incubation à 30°C pendant 30-60 minutes. Ensuite, 
les différents milieux furent lavés à 2 reprises à l’aide de PBS dans le but de retirer les surplus 
de DCFDA des milieux. 
 
Les photos de fluorescence ont été prises à l’aide du In Cell Analyzer 6000. Le filtre 
utilisé était le FITC et le temps d’exposition a été de 70 ms et la force du laser a été réduite 
pour éviter une saturation du signal. Les photos ont été analysées à l’aide du logiciel ImageJ 
1.49s. 
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2.12. Évaluation de la présence de Rad14 par microscopie à 
fluorescence 
 
Le protocole effectué s’inspire grandement de la méthode utilisée dans la littérature 
(65). Brièvement, les levures ont subi une préincubation pour la nuit dans 3 mL de YPD à une 
température de 30°C. Le lendemain matin, les cultures ont été réinoculées dans 3 mL de YPD 
en la présence ou en l’absence de 5 mM metformine pour obtenir une densité optique à 600 
nm inférieure à 0,05. Les cultures ont été remises en incubation à 30°C jusqu’à ce que la 
densité optique à 600 nm soit entre 0,3-0,4. Puis, chaque culture subit deux lavages au PBS. 
Ensuite, les cultures qui contenaient de la metformine se sont vues ajouter la même 
concentration de metformine.  
 
Une coloration au DAPI a alors été effectuée en ajoutant 1,0 µg/mL de DAPI au PBS 
pendant 30 minutes. Ensuite, un autre lavage au PBS a été effectué pour retirer le DAPI qui 
n’était pas entré dans les cellules. Les cultures furent donc exposées aux rayons UVA pour une 
période de 1 minute à l’aide de la lampe UVGL-58.  
 
Les photos de fluorescence ont été prises à l’aide du In Cell Analyzer 6000 (GE 
Healthcare, Mississauga). Le filtre utilisé était le FITC et le temps d’exposition a été de 750 
ms. Les photos ont été analysées à l’aide du logiciel ImageJ 1.49s. L’intensité de fluorescence 
qui pouvait provenir du bruit de fond fut évaluée suite à la mesure à 50 endroits aléatoires 
dans la photo ne comprenant pas de cellule. Alors, la moyenne des 50 bruits de fond a été 
utilisée comme bruit de fond dans chaque photo. L’intensité moyenne émise par Rad14 fut 
donc réduite de la moyenne d’intensité obtenue par le bruit de fond. Ceci a donc permis 
d’obtenir une meilleure évaluation de l’intensité de Rad14 selon les différentes conditions. 
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2.13. Analyse statistique 
 
Toutes les différentes manipulations ont été exécutées à trois reprises indépendantes, 
sauf le test de ChIP qui a été fait à deux reprises indépendantes. L’évaluation statistique a été 
faite via des tests T. Une probabilité inférieure à 0,05 a été considérée comme étant 
statistiquement significative. 
 
  
3. Résultats 
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3.1. La metformine absorbe les longueurs d’onde dans les UVC, 
mais pas dans les UVB ou les UVA 
 
Dans le but de bien comprendre l’effet que peut avoir la metformine sur le taux de 
survie cellulaire suite à l’exposition aux rayons UV, il faut connaître les types de rayons UV 
auxquels nous pouvons soumettre les levures. Dans la majorité des recherches concernant les 
rayons UV, les chercheurs ont utilisé des rayons UVC (53,90,91). Cependant, il arrive que 
certains composés organiques absorbent les UV dans des longueurs d’onde s’apparentant aux 
rayons UVC, ce qui pourrait constituer un facteur confondant. 
 
J’ai donc choisi pour cette étude d’évaluer, à l’aide de spectrophotométrie UV/Visible, 
les différentes longueurs d’onde que pouvait absorber la metformine. La metformine peut 
absorber des longueurs d’onde très basse, de 190 à 270 nm, avec un maximum à 230 nm 
(Figure 14). Le maximum d’absorption correspond donc à des rayons UVC (49). L’absorption 
maximale de la metformine a précédemment été montrée entre 230 et 240 nm (112). À son 
absorption maximale à 230 nm, la metformine possède un coefficient d’extinction molaire de 
961 L mol-1 cm-1 selon la loi de Beer-Lambert à 5 mM metformine. La majorité des études 
utilisant les rayons UVC prennent la longueur d’onde à 254 nm. Pour cette longueur d’onde, le 
coefficient d’absorption molaire est de 774 L mol-1 cm-1. En comparaison, pour les rayons 
UVA à 365 nm, le coefficient d’absorption molaire est de 1,87 L mol-1 cm-1. Les rayons UVA 
passent donc mieux à travers de la metformine comparativement aux rayons UVC. En effet, 
ces derniers sont très absorbés par la metformine. 
 
Auparavant, il a été démontré que la metformine offrait une protection contre les 
rayons UVB (39). Par contre, aucune étude ne s’est intéressée à l’effet de la metformine sur la 
réparation des dommages à l’ADN causés par les rayons UVA. Ces derniers sont les rayons 
UV auxquels nous sommes le plus exposés (51). En effet, ils ne sont pas absorbés par 
l’atmosphère comparativement aux rayons UVC qui sont absorbés par la couche d’ozone (51). 
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De plus, il a été montré que les rayons UVA sont responsables de certaines sortes de cancer de 
la peau (51,54,113,114). Alors, puisque la metformine absorbe très peu les rayons UVA 
(Figure 14) et que les rayons UVA causent le cancer de la peau, il est important de 
comprendre l’effet que possède la metformine sur la réparation des dommages à l’ADN causés 
par les rayons UVA. 
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3.2. Les rayons UVA n’induisent pas la production de dérivés 
oxydatifs à l’oxygène dans la cellule 
 
Comme il fut dit plus tôt dans l’introduction, il y a présentement un débat sur la forme 
de dommages que les rayons UVA causent. En effet, certaines recherches démontrent que les 
dommages à l’ADN sont causés indirectement par la formation de ROS (55,56), alors que 
d’autres recherches démontrent plutôt la formation de CPD suite à l’exposition à des UVA 
(53,54). C’est pourquoi, dans le but de vérifier si je pouvais utiliser les UVA comme potentiel 
agent de dommages à l’ADN, j’ai soumis des levures à des rayons UVA et j’ai utilisé un 
marqueur fluorescent de ROS, DCFDA, dont l’intensité de la fluorescence émise est 
proportionnelle à la quantité de ROS dans la cellule. 
 
Il semble y avoir une faible quantité de ROS constante dans la cellule, avant même 
l’exposition à un agent quelconque (UVA ou H2O2) (Figure 15A). Par contre, nous constatons 
qu’après l’ajout de H2O2, utilisé comme contrôle positif, la présence de ROS augmente 
significativement (Figure 15B). À l’opposé, malgré l’exposition des cellules à des rayons 
UVA, il n’apparaît pas y avoir une augmentation de ROS. En fait, il semble même y avoir une 
légère diminution de la présence de ROS (Figure 15B). 
 
De plus, l’ajout de metformine au milieu de culture semble permettre une légère 
réduction de la présence de ROS dans la cellule. En effet, dans le cas de l’ajout de metformine 
seulement, ainsi que dans le cas de l’ajout de metformine et de H2O2, il y a une diminution de 
ROS (Figure 15A et Figure 15B). Ceci est surprenant compte tenu du fait qu’une expérience 
similaire a été faite dans des cellules de mammifères et la présence de ROS était restée 
constante malgré la présence de metformine (115). Par contre, la metformine n’a pas vraiment 
changé la quantité de ROS présents dans la cellule suite à l’exposition à des rayons UVA 
(Figure 15B). Grâce à ces résultats, nous concluons que les rayons UVA n’affectent 
probablement pas la cellule en modifiant la quantité de ROS s’y trouvant. Il n’en demeure pas 
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moins que les UVA causent des dommages à l’ADN (53,54), et c’est pourquoi nous y 
exposerons des cellules de levures afin de les étudier. 
  
  
 
61
 
Figure 15. Les rayons UVA n’augmentent pas la production de ROS dans la cellule. 
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A) Évaluation de la production de ROS à l’aide du marqueur fluorescent DCFDA suite à 
l’exposition à du H2O2 ou à des rayons UVA, avec ou sans metformine. Les photos ont été 
prises à l’aide du microscope à fluorescence In Cell 6000. B) Analyse de la production de 
ROS suite à l’exposition à du H2O2 ou à des rayons UVA, avec ou sans metformine. Les 
photos ont été analysées à l’aide d’ImageJ 1.49s. n=100 cellules. Le graphique utilisé est le 
diagramme en boite. La boite représente les données du premier au troisième quartile. La ligne 
au centre de la boite représente la médiane entre les données. Les extrémités représentent 
respectivement les valeurs extrêmes inférieures et supérieures.  *p<0,001, #p<2,2E-16. Figure 
utilisant les données de seulement une expérience du triplicata, mais représentant la tendance 
des différentes expériences. 
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3.3. La metformine permet une plus grande survie cellulaire suite 
à l’exposition aux rayons UV 
 
3.3.1. La metformine confère une protection contre les rayons UV 
 
Dans la majorité des études sur la réparation de l’ADN suite à l’exposition aux rayons 
UV, les rayons UVC sont utilisés (83,92). Par contre, la metformine absorbe les longueurs 
d’onde relatives aux rayons UVC (Figure 14).  
 
Il y a une différence au niveau du nombre de colonies qui parviennent à croître en 
présence de metformine suite à l’exposition à des rayons UVC (Figure 16A). Suite à 
l’exposition à des rayons UVC pendant une longue période de temps, il y a une certaine survie 
chez les levures sans metformine (27 ± 25%) (Figure 16B). Par contre, le taux de survie en 
présence de metformine est beaucoup plus grand (100 ± 13%) (Figure 16B). La metformine 
apporte donc une protection contre les rayons UVC. Cette survie peut être en partie expliquée 
par l’absorbance de la metformine au niveau des rayons UVC (Figure 14). 
 
Après la radiation aux rayons UVA pendant 1 minute des levures, il est possible de 
mesurer le taux de survie de levures en comptant le nombre de colonies qui se sont formées 
après 48h d’incubation post-exposition (Figure 17A). Comme il est possible de le constater, le 
taux de survie en absence de metformine est de 1 ± 0,8 % (Figure 17B). Par contre, en 
présence de 5 mM metformine, le taux de survie moyen est de 77 ± 12 % (Figure 17B). La 
metformine joue donc un rôle positif permettant la survie suite à l’exposition à des rayons 
UVA.  
  
 Figure 16. La metformine apporte une protection contr
 
e les rayons UVC. 
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A) Évaluation de la survie cellulaire à l’aide du nombre de colonies présentes sur chacun des 
pétris B) Évaluation du taux de survie des levures suite à l’exposition à des rayons UVC 
pendant 10 minutes, avec ou sans 5 mM metformine. Le graphique utilisé est le diagramme en 
boite. La boite représente les données du premier au troisième quartile. La ligne au centre de la 
boite représente la médiane entre les données. Les extrémités représentent respectivement les 
valeurs extrêmes inférieures et supérieures. * p<0,001 
 
Figure 17. La metformine apporte une protection contre les rayons
 
 UVA. 
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A) Évaluation de la survie cellulaire à l’aide du nombre de colonies présentes sur chacun des 
pétris. B) Évaluation du taux de survie des levures suite à l’exposition à des rayons UVA 
pendant 10 minutes, avec ou sans 5 mM metformine. Le graphique utilisé est le diagramme en 
boite. La boite représente les données du premier au troisième quartile. La ligne au centre de la 
boite représente la médiane entre les données. Les extrémités représentent respectivement les 
valeurs extrêmes inférieures et supérieures. * p<1E-04 
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3.3.2. La protection apportée contre les rayons UVA dépend de la 
concentration de metformine utilisée 
 
Évidemment, il se pourrait que ce haut taux de survie ait été affecté par la 
concentration de metformine employée. Dans le but de confirmer ce résultat, j’ai produit une 
courbe dose-réponse du taux de survie en fonction de la concentration de metformine utilisée. 
Il sera alors possible de déduire la véritable quantité de metformine requise pour permettre la 
survie maximale des levures suite à l’exposition à des rayons UVA. 
 
 Comme nous pouvons le voir sur cette courbe, le taux de survie s’améliore en fonction 
de la concentration de metformine à laquelle les levures sont exposées (Figure 18). Un plateau 
de survie est atteint à 80% de survie autour de 1 mM metformine (Figure 18). Malgré la 
variation entre les données brutes visibles, à une très haute concentration de metformine, 50 
mM, le taux de survie atteint presque 100%. En analysant les données à l’aide du logiciel 
statistique R 3.1.3 et du paquet DRC, les données obtenues permettent d’évaluer la CE50 
(concentration effective à 50%) à 616 ± 33 µM de metformine. 
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3.3.3. La présence de metformine accélère la réparation de CPD 
 
Puisque le niveau de survie augmente considérablement lorsqu’il y a présence de metformine, 
il est aussi intéressant d’évaluer la vitesse de réparation des CPD. En effet, il est possible de 
mesurer la présence de CPD formé par les rayons UV à partir d’un anticorps anti-CPD (Figure 
7A). Alors, à l’aide du même anticorps, il a été possible de mesurer par technique d’ELISA la 
production, ainsi que la réparation de CPD, chez la levure. 
 
 Dans le but de confirmer la présence de CPD suite à l’exposition à des rayons UVA, il 
a tout d’abord été possible d’évaluer le niveau de changement d’intensité à l’aide d’une 
technique d’ELISA et des anticorps anti-CPD (Figure 19A). L’intensité mesurée, à l’aide de la 
technique d’ELISA, a permis de voir qu’il y a une augmentation significative de l’intensité 
suite à l’exposition à des rayons UVA. Donc, les rayons UVA induisent la formation de CPD. 
 
 De plus, il a été montré que la metformine permet une meilleure survie suite à 
l’exposition à des rayons UVA (Figure 17 et Figure 18). Alors, toujours à l’aide de la 
technique d’ELISA, il a été possible de mesurer la réparation à travers le temps des CPD créés 
par les rayons UVA (Figure 19B). Dans le cas de la réparation des CPD chez les levures 
« contrôles », il semblerait que la réparation des CPD ne débute pas après 3h d’incubation. Par 
contre, la réparation est presque complétée après 6h d’incubation. En comparaison, en 
présence de metformine, la réparation est complétée après 3h d’incubation. Donc, il est 
possible d’affirmer que la metformine joue un rôle positif dans la réparation des CPD. 
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Figure 19. La présence de metformine permet une réparation rapide des CPD chez la 
levure. 
A) Augmentation de l’intensité mesurée des CPD suite à l’exposition à des rayons UVA. Les 
données représentent la moyenne ± l’écart type. p<0,05 B) Évaluation de la réparation des 
CPD à travers le temps. Les symboles représentent les données avant traitement. Les lignes 
  
 
72
représentent la moyenne obtenue entre les données brutes des différentes conditions. 
* p<0,001 
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3.4. La protéine Ino80 joue un rôle dans la régulation de la voie 
de réparation de l’ADN touchée par la metformine 
 
Comme nous en avons déjà parlé, la protéine Ino80 joue un rôle dans la régulation de 
la présence de l’histone Htz1 au niveau de l’hétérochromatine (86,87). De plus, il y a une 
mauvaise restauration de la présence de l’histone H3 suite à l’exposition à des rayons UV 
lorsque le gène INO80 a été supprimé (83). Par contre, l’importance de la présence d’Ino80 
dépend de la quantité de rayons UV auxquelles les cellules ont été exposées (83).  
 
De plus, Ino80 forme un complexe avec d’autres protéines dans les cellules de 
mammifères (90). En effet,  il a été démontré qu’Ino80 est recruté dès le début du processus de 
réparation (90). Par contre, chez les levures, Ino80 est recruté à la fin du processus de 
réparation de l’ADN (83,86). 
 
Dans le but de vérifier l’importance que pouvait avoir Ino80 dans l’effet apporté par la 
metformine, j’ai supprimé le gène du génome en le remplaçant par un gène permettant de 
coder pour une protection contre un antibiotique. Suite à la radiation aux rayons UVA, il y a 
une augmentation du taux de survie des levures lorsqu’Ino80 est absent (Figure 20). En effet, 
le taux de survie, en présence de metformine, est de 100 ± 6 % pour ino80Δ, alors qu’il est de 
73 ± 13 % en sa présence. Ceci pourrait signifier qu’Ino80 joue un rôle de régulateur dans le 
mécanisme influencé par la metformine. 
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Figure 20. La protéine Ino80 régule négativement l’effet que possède la metformine sur 
la réparation des dommages à l’ADN produit par les rayons UVA. 
Évaluation du taux de survie des levures suite à l’exposition à des rayons UVA pendant 1 
minute, avec ou sans 5 mM metformine. Le graphique utilisé est le diagramme en boite. La 
boite représente les données du premier au troisième quartile. La ligne au centre de la boite 
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représente la médiane entre les données. Les extrémités représentent respectivement les 
valeurs extrêmes inférieures et supérieures. * p<0,01, # p<1E-04, ## p<1E-08 
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3.5. La présence de metformine augmente la présence de l’histone 
Htz1 dans les nucléosomes 
 
Comme il a été dit plus tôt, la présence de l’histone Htz1 est régulée par Ino80 (86,87). 
De plus, l’histone Htz1 est nécessaire pour initier la réparation des dommages à l’ADN causés 
par des rayons UV dans des zones denses en hétérochromatine (92,96).  
 
Puisque le résultat de la suppression du gène INO80 démontre un meilleur taux de 
survie, il est important de clarifier si la metformine joue un rôle sur les recrutements des Htz1 
aux nucléosomes. En effet, le taux de survie d’ino80Δ (Figure 20) pourrait suggérer qu’en 
présence de metformine, Htz1 est plus présent dans les différents nucléosomes. En effet, Ino80 
retire Htz1 suite à la réparation l’ADN (86). Ceci permettrait donc une plus grande 
accessibilité aux zones d’hétérochromatine dans le but d’effectuer la réparation de l’ADN 
(92). 
 
En se basant sur un protocole de ChIP (93,110), il a été possible d’évaluer la présence 
de Htz1 dans les nucléosomes en présence de metformine. Le site de recrutement étudié de 
Htz1 se situe dans une zone dense en hétérochromatine, près du site de coupure de 
l’endonucléase HO (93,110). Comme il fut dit plus tôt, Htz1 est nécessaire pour permettre la 
réparation de l’ADN dans cette zone (93).  
 
En présence de metformine, il y a une augmentation de la présence de l’histone Htz1 
près du site de coupure de l’endonucléase HO (Figure 21A). Il est possible de voir que les 
bandes d’INPUT possèdent environ la même intensité, alors que l’intensité des bandes post-
ChIP est plus grande lorsqu’en présence de metformine. 
 
Au niveau du gène de MDV1 (contrôle interne selon la littérature pour le recrutement 
de Htz1 (93)), la metformine ne confère pas de variation de présence de Htz1 (Figure 21B). 
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Alors, en normalisant les ratios ChIP/INPUT de Htz1 avec le contrôle interne, il a été possible 
de voir que la présence de Htz1 est augmentée de 1,93 ± 0,09 fois en présence de metformine 
(Figure 21C). La metformine améliore donc le recrutement de l’histone Htz1 en tout temps 
près du site de l’endonucléase HO. 
 
Dans le but de voir l’importance de la protéine Htz1 pour la protection contre les 
rayons UVA, le gène codant pour HTZ1 a été invalidé. Alors, il n’y a plus de production de 
l’histone Htz1 dans la cellule. Pour les souches htz1Δ, le taux de survie en présence de 
metformine est de 69 ± 10 %, comparativement à un taux de survie de 85 ± 6 % en présence 
du gène de HTZ1 (Figure 22). Ceci confirme le fait qu’Htz1 est important pour l’effet 
protecteur apporté par la metformine. 
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à la normalisation de l’intensité IP/INPUT par rapport au contrôle interne. L’intensité des 
bandes obtenues en A et B fut mesurée à l’aide du logiciel ImageLab 5.0. Le graphique 
représente la moyenne ± écart-type entre les données obtenues. *p<0,05 
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Figure 22. La protéine Htz1 est importante pour  apporter l’effet protecteur de la 
metformine. 
Évaluation du taux de survie des levures suite à l’exposition à des rayons UVA pendant 1 
minute, avec ou sans 5 mM metformine. Le graphique utilisé est le diagramme en boite. La 
boite représente les données du premier au troisième quartile. La ligne au centre de la boite 
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représente la médiane entre les données. Les extrémités représentent respectivement les 
valeurs extrêmes inférieures et supérieures. * p<0,05 , # p<1E-04 , ## p<1E-06 
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3.6. Les rayons UVA causent un recrutement nucléaire de la 
protéine Rad14 
 
Dans le but de bien confirmer que les rayons UVA font subir des dommages à l’ADN, 
nous vérifierons si la protéine Rad14 est plus présente au niveau du noyau cellulaire. Il a été 
rapporté dans la littérature qu’apparemment, Rad14 forme des focus de fluorescence suite à 
l’exposition aux rayons UVC (59). Par contre, en observant bien les résultats sur lesquels 
l’équipe de Dr. Fischhaber s’est penchée, leur définition de la présence d’un focus n’est pas 
particulièrement claire. En effet, selon leurs observations, plus de 68% du temps, aucun focus 
n’est visible dans la cellule suite à l’exposition à des rayons UVC (59). Ce n’est que 14% des 
fois, qu’il y a la formation d’un focus de Rad14, 15 minutes suivant l’exposition aux rayons 
UVC (59). De plus, ils rapportent un grand bruit de fond (plus de 50%) rendant difficile la 
détection de focus (59). Par contre, il semble bien que la fluorescence nucléaire de Rad14 
augmente suite à l’exposition d’un agent de dommages à l’ADN, même si les agents testés 
n’étaient pas des rayons UV (65). 
 
En me basant sur ce fait, j’ai évalué la fluorescence moyenne qu’émettait la zone plus 
intense de Rad14-GFP (correspondant au noyau selon la littérature (Huh et al., 2003; Mardiros 
et al., 2011; Tkach et al., 2012)).  
 
Comme il est possible de le voir, suite à l’exposition à des rayons UVA, il y a une 
augmentation significative de l’intensité de Rad14 (Figure 23A). Cette augmentation se trouve 
au même emplacement que la coloration nucléaire à l’aide de DAPI (Figure 23A). En 
mesurant l’intensité moyenne de Rad14 au niveau des noyaux, la présence de Rad14 augmente 
de 1,20 ± 0,02 (Figure 23B). Cette augmentation à un endroit bien précis démontre qu’il y a 
une augmentation du recrutement de Rad14 au niveau du noyau. 
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De plus, la quantité de Rad14 augmente légèrement dans le cytoplasme (1,09 ± 0,14), 
mais pas de façon significative (Figure 23C). Il est donc possible de dire que Rad14 est plus 
exprimé dans la cellule et qu’il est recruté au noyau pour venir promouvoir la réparation des 
dommages dus aux rayons UVA. Il sera alors possible de répéter la même expérience en 
présence de metformine dans le but de voir s’il y a un changement au niveau du recrutement 
nucléaire de la protéine Rad14. 
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Figure 23. Rad14 est recruté au niveau du noyau suite à l’exposition à des rayons UVA. 
A) Évaluation de la présence de Rad14 au niveau du noyau à l’aide de l’intensité de 
fluorescence du marqueur GFP, avant et après l’exposition à des rayons UVA pendant 1 
minute. B) Évaluation de la présence de Rad14 au niveau du noyau suite à la mesure de 
l’intensité de la fluorescence. Les résultats ont été normalisés face au contrôle sans exposition 
aux rayons UVA. Le graphique représente la moyenne ± écart-type entre les données 
obtenues. n = 300 cellules. *p< 0,05 C) Évaluation de la présence de Rad14 au niveau du 
cytoplasme suite à la mesure de l’intensité de la fluorescence. Les résultats ont été normalisés 
face au contrôle sans exposition aux rayons UVA. Le graphique représente la moyenne ± 
écart-type entre les données obtenues. n = 300 cellules. 
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3.7. La présence de metformine augmente la présence nucléaire 
de Rad14  
 
Dans cette recherche, nous avons démontré qu’il y a un recrutement nucléaire de 
Rad14 suite à l’exposition à des rayons UVA (Figure 23A et Figure 23B). Alors, en effectuant 
la même expérience en présence de metformine, nous verrons si la metformine possède un 
effet sur le recrutement nucléaire de Rad14. De plus, il a précédemment été montré qu’Htz1 
peut être important pour permettre le recrutement de Rad14 suite à l’exposition à des rayons 
UV (Figure 9A) (92). Alors, puisqu’il a été montré que Htz1 est important pour permettre la 
survie cellulaire en présence de metformine (Figure 22), il se pourrait que Rad14 soit aussi 
affecté par la présence de metformine. 
 
Donc, en présence de metformine, il y a une augmentation significative de l’intensité 
de Rad14-GFP au niveau du noyau (Figure 24A). Cette augmentation de recrutement est faite 
en tout temps, avec ou sans exposition à des rayons UVA. En mesurant l’intensité moyenne de 
la fluorescence, il est possible de quantifier le niveau d’augmentation de la présence nucléaire 
de Rad14 lorsqu’on expose la cellule à la metformine (Figure 24B). En présence de 
metformine, la présence nucléaire de Rad14 est sensiblement identique à celui mesuré lorsque 
les cellules se font normalement exposer aux rayons UVA (Figure 24B). Ceci montre bien 
l’effet protecteur contre les rayons UVA apporté par la metformine. L’augmentation, à l’état 
de repos en présence de metformine, est d’environ 1,20 ± 0,05. Après une exposition à des 
rayons UVA, les cellules, sans metformine, viennent à avoir une augmentation moyenne de 
1,15 ± 0,05. 
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Figure 24. La protéine Rad14 est plus présente au niveau du noyau en présence de 
metformine. 
A) Évaluation de la présence de Rad14 au noyau à l’aide de l’intensité de fluorescence du 
marqueur GFP, avant et après l’exposition à des rayons UVA pendant 1 minute, en absence ou 
présence de 5 mM metformine. B) Évaluation de la présence de Rad14 au niveau du noyau 
suite à la mesure de l’intensité de la fluorescence. Les résultats ont été normalisés face au 
contrôle sans exposition aux rayons UVA, ni à la metformine. Le graphique représente la 
moyenne ± écart-type entre les données obtenues.  n = 300 cellules.  *p<0,05 
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De plus, fait important, nous avons démontré qu’il y a une augmentation de 1,31 ± 0,07 
fois lorsqu’en présence de metformine suite à l’exposition à des rayons UVA. Ceci correspond 
à plus du double de l’augmentation de Rad14 suite à l’exposition à des rayons UVA en temps 
normal (Augmentation de 31% en présence de metformine versus une augmentation de 15% 
normalement) (Figure 24B).  
 
Dans le but de confirmer l’importance de Rad14 dans la protection apportée par la 
metformine contre les rayons UVA, une souche déficiente en RAD14 a été exposée à des 
rayons UVA. Malgré la présence de metformine, son taux de survie diminue à 50 ± 14% 
(Figure 25). Comparativement, la souche sauvage de levures parvient à un taux de survie de 
84 ± 9% (Figure 25). Donc, Rad14 est nécessaire pour permettre la protection contre les 
rayons UVA, apportée par la metformine. 
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Figure 25. La protéine Rad14 est nécessaire pour  apporter l’effet protecteur de la 
metformine contre les rayons UV. 
Évaluation du taux de survie des levures suite à l’exposition à des rayons UVA pendant 
1 minute, avec ou sans 5 mM metformine. Le graphique utilisé est le diagramme en boite. La 
boite représente les données du premier au troisième quartile. La ligne au centre de la boite 
représente la médiane entre les données. Les extrémités représentent respectivement les 
valeurs extrêmes inférieures et supérieures.  * p<0,001 , # p<1E-05  
  
4. Discussion 
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4.1. La metformine apporte une protection contre les dommages 
à l’ADN causés par des rayons UV 
 
La metformine possède son maximum d’absorption à 230 nm et commence à diminuer 
à environ 260 nm (Figure 14). En comparaison avec la littérature, il est possible de voir que le 
spectre d’absorption (Figure 14) est constant pour le maximum d’absorption. En effet, il fut 
auparavant observé que l’absorption maximum est entre 230 et 240 nm (112). 
 
Les différents résultats présentés montrent que la metformine apporte une protection 
contre les rayons UVC ou UVA (Figure 16 et Figure 17). Par contre, jusqu’à présent, peu 
d’études se sont intéressées au niveau de la survie suite à l’exposition à des rayons UV en 
présence de metformine. Le laboratoire du Dr. He a étudié l’effet que possède la metformine 
sur la réparation de l’ADN suite à l’exposition aux rayons UVB (39). Par contre, dans l’étude 
effectuée par le laboratoire du Dr. He, aucune courbe de survie n’a été produite (39). Tel que 
mentionné plus tôt, cette étude a démontré qu’il y a une réparation plus rapide des CPD, mais 
pas des 6,4-PP (39).  
 
Suite à l’exposition à des rayons UVC, il y a une variation au niveau du taux de survie 
obtenu en absence de metformine (Figure 16B). Ceci pourrait être expliqué par le fait que les 
cellules sont présentes dans du PBS lors de l’exposition aux rayons UVC. Le PBS absorbe 
légèrement les rayons UV à environ 254 nm. Par contre, en présence de metformine, le taux de 
survie est de 100% (Figure 16B). Ce haut pourcentage de survie provient en partie de 
l’absorbance de la metformine (Figure 14). En effet, la majorité des rayons UVC ont été 
absorbés par la metformine. La metformine permet donc une protection physique contre les 
rayons UVC. De plus, les différents effets positifs, présentés dans cette étude, apportent aussi 
une protection contre les rayons UVC. C’est assurément la même voie de réparation de l’ADN 
qui est impliquée pour les dommages causés par les rayons UVC et les rayons UVA. 
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Effectivement, les résultats présentés sont tous en lien avec la réparation de CPD. Ces derniers 
sont produits par toutes les sortes de rayons UV. 
 
Avec notre étude, suite à une exposition aux rayons UVA, en absence de metformine, 
le taux de survie est nul (Figure 16B). Ceci démontre bien que les rayons UVA peuvent 
provoquer la mort cellulaire. Puisque la metformine n’absorbe pas au niveau des rayons UVA 
(Figure 14), il y a une voie de réparation de l’ADN qui doit être influencée par la metformine 
pour permettre une haute survie des levures (~77%) (Figure 16B). Il a précédemment été 
montré que la réparation de l’ADN suite à des rayons UVB en présence de metformine était 
faite plus rapidement (39). Il se pourrait donc que l’effet protecteur apporté par la metformine 
contre les rayons UVA soit en lien avec une réparation plus rapide des dommages à l’ADN. 
 
La courbe de dose-réponse montre que la protection contre les rayons UVA dépend de 
la concentration de metformine utilisée (Figure 18). L’effet protecteur apporté par la 
metformine débute aux environs d’une dose de 460 ± 42 µM metformine (CE10) et atteint le 
plateau aux environs de 826 ± 73 µM metformine (CE90) (Figure 18). La fenêtre d’action 
bénéfique de la metformine est donc relativement petite, avec un CE50 à 616 ± 33 µM (Figure 
18). Comparativement, l’homme ingère ~19 mmoles de metformine dans le but d’en conserver 
40-70 µM dans le système sanguin (11). La concentration intra-cellulaire de metformine chez 
la levure risque donc d’être inférieure à la concentration exposée dans le milieu de culture. Il 
se pourrait que la concentration de metformine du milieu de culture joue un facteur sur la 
concentration intra-cellulaire de metformine chez la levure. Alors, à partir d’une concentration 
intra-cellulaire de metformine donnée, il y a la possibilité d’une protection contre les rayons 
UV. Il serait alors intéressant de quantifier la concentration de metformine intra-cellulaire par 
spectrométrie de masse. 
 
En somme, il serait intéressant d’effectuer une courbe de survie suite à l’exposition à 
des rayons UVB chez la levure. Il serait alors possible de voir si la metformine permet d’offrir 
une protection globale chez la levure contre les rayons UV. Nous pourrions également 
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produire une étude semblable à celle qui vient d’être effectuée dans des cellules de 
mammifères telles que NHEK (« Normal Human Epidermial Keratinocytes ») (39). Il serait 
alors possible de savoir si ce sont les mêmes voies qui sont stimulées lorsqu’il y a présence de 
metformine dans la peau humaine. Dans l’autre sens, il serait intéressant d’effectuer une 
courbe de survie suite à l’exposition à des rayons UVB chez la levure. Il serait alors possible 
de voir si la metformine permet d’offrir une protection globale chez la levure contre les rayons 
UV. 
 
 De plus, grâce à un « kit » permettant d’évaluer la présence de CPD au niveau de 
l’ADN, il a été possible de vérifier si les rayons UVA permettent la formation de CPD (Figure 
19A). Puisque l’intensité double, il est possible de bel et bien conclure que les rayons UVA 
induisent la formation de CPD au niveau de l’ADN. Il a aussi été possible de démontrer que la 
présence de metformine dans le milieu de culture permet de réduire le temps requis pour 
permettre la réparation de CPD à la suite de l’exposition à des rayons UVA. En effet, lorsqu’il 
y a présence de metformine, il semble que cela prenne environ la moitié du temps normal pour 
atteindre la réparation complète des CPD. Cela prendrait environ 3h pour permettre la 
réparation des CPD en présence de metformine. En comparaison, pour atteindre un niveau 
similaire de réparation des CPD en absence de metformine, le temps requis approche 6h. Il est 
donc possible de dire que la metformine joue un rôle bénéfique dans le processus de réparation 
de l’ADN en réponse à l’exposition à des rayons UV. 
 
4.2. Ino80 contrôle la voie de réparation de l’ADN influencée par 
la metformine 
 
Dans la littérature, plusieurs articles soulignent que l’utilisation d’une souche 
déficiente du gène INO80 a un taux de survie plus faible (81,83). Par contre, ces études 
utilisent une grande quantité de rayons UVC, rayons qui sont considérablement plus 
dommageables que les rayons UVA pour l’ADN. Nous pouvons supposer que la quantité de 
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dommages subis par la cellule joue un rôle sur la survie. En effet, il a été prouvé, en utilisant 
des rayons UVC, que la survie cellulaire dépendait grandement de la quantité de rayons UVC 
auxquelles les cellules furent exposées (81,83). 
 
L’augmentation du taux de survie suite à la suppression du gène d’INO80 (Figure 20) 
pourrait aussi être expliquée par une plus grande présence de Htz1. Comme nous l’avons 
souligné précédemment, Ino80 retire Htz1 des nucléosomes suite à la réparation de l’ADN 
(86). Donc, en absence d’Ino80, il se pourrait qu’il y ait eu une plus grande présence de Htz1 
aux nucléosomes puisque ce dernier est aussi recruté lors de duplication de l’ADN et qu’il n’a 
pas pu être retiré (94,98). Alors, la plus grande présence d’Htz1 pourrait avoir permis à la 
cellule d’enclencher le mécanisme de réparation de l’ADN plus rapidement. Il serait pertinent 
d’effectuer une expérience similaire en utilisant une souche de levure où les deux gènes, 
INO80 et HTZ1, seraient supprimés. Par contre, il fut démontré dans la littérature qu’une 
souche semblable ne peut pas survivre normalement (87).  
 
4.3. La présence de metformine influence la présence de Htz1 
 
Dans la littérature, le niveau de Htz1 augmente après environ 15-30 minutes suivant 
l’induction d’un dommage à l’ADN par l’endonucléase HO (93). De plus, dans le cas de 
l’induction de dommages à l’ADN par l’endonucléase HO, l’augmentation de la présence de 
Htz1 atteint un maximum de deux fois la normale (93). Dans le cas de dommages à l’ADN 
provoqués par les rayons UV, nous savons déjà qu’Htz1 est nécessaire au recrutement de 
Rad14 à certains sites denses en chromatine (voir Figure 9) (92).  
 
La plus grande présence d’Htz1 dans les nucléosomes en période de repos (Figure 21), 
comme lorsqu’en présence de metformine, pourrait conditionner la cellule à un danger à venir. 
Alors, la plus grande présence de Htz1 permettrait à la cellule de débuter la réparation de 
l’ADN plus rapidement. En effet, le recrutement de Rad14 dans certaines zones 
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d’hétérochromatine pourrait être plus rapide (voir Figure 9) (92). Ceci expliquerait donc la 
raison pour laquelle il y a une nette augmentation de la survie chez la levure suite à 
l’exposition à des rayons UVA.  
 
De plus, dans le cadre de cette étude, nous avons évalué la survie des levures après la 
suppression du gène HTZ1. Le pourcentage de survie des levures diminue suite à l’exposition 
aux rayons UVA en présence de metformine comparativement à la souche de levures contrôle 
(Figure 22). Ceci démontre bien qu’Htz1 joue un rôle important dans la protection apportée 
par la metformine. L’absence d’Htz1 réduit donc la possibilité de réparation de l’ADN en 
présence de metformine à certains endroits du génome. Alors, le taux de survie se voit 
diminué. 
 
4.4. Recrutement de Rad14 suite à l’exposition aux rayons UVA 
 
L’augmentation globale de la présence de Rad14 dans la cellule (Figure 23B et Figure 
23C) suggère une augmentation de l’expression du gène de Rad14. Par contre, puisque 
l’augmentation est plus grande au niveau du noyau (Figure 23B) qu’au niveau du cytoplasme 
(Figure 23C), le recrutement nucléaire de Rad14 est plus actif. L’augmentation de la présence 
de Rad14, suite à l’exposition aux rayons UVA, suggère fortement que les rayons UVA 
causent des dommages à l’ADN nécessitant le même mécanisme de réparation que les rayons 
UVC ou UVB.  
 
De plus, l’augmentation du recrutement nucléaire de Rad14 (Figure 23B) est plus 
grande comparativement à ce qui est rapporté dans la littérature lors d’exposition à des 
composés chimiques (65). En effet, l’augmentation est d’environ 20% (Figure 23B) 
comparativement à une augmentation d’environ 10% lors d’exposition à des composés 
chimiques (65). Suite à l’exposition à des rayons UVA, l’augmentation de la présence 
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nucléaire de Rad14 montre que ce dernier est nécessaire pour permettre la réparation des 
dommages dus aux rayons UVA.  
 
Mes résultats montrent une plus grande présence de Rad14 dans le noyau, en présence 
de metformine, avant et après l’exposition à des rayons UVA (Figure 24). La metformine 
double la présence de Rad14 au noyau après l’exposition à des rayons UVA comparativement 
en absence de metformine (augmentation de 1,31 fois en présence de metformine versus de 
1,15 en absence de metformine) (Figure 24B).  De plus, le taux de survie diminue 
significativement lorsque le gène RAD14  est supprimé (Figure 25). Ceci montre que Rad14 
est nécessaire pour l’effet protecteur apporté par la metformine contre les rayons UV. Alors, 
l’augmentation du niveau nucléaire de Rad14 pourrait signifier qu’il se lie plus rapidement 
aux zones ayant subi des dommages à l’ADN dans le but de commencer le processus de 
réparation. Ceci explique donc le meilleur taux de survie observé (Figure 16 et Figure 17).  
 
De plus, la plus grande présence de Rad14 en partie expliquer la raison pour laquelle la 
réparation des CPD, en présence de metformine, est plus rapide. En effet, Rad14 permet la 
détection des CPD (100,101,106). Alors, la plus grande présence nucléaire de Rad14 en 
présence de metformine (Figure 24B) pourrait expliquer la réparation plus rapide des CPD 
(Figure 19). Donc, il est possible de dire que la metformine joue un rôle dans le but de 
protéger la cellule contre les rayons UVA via Rad14.  
 
Par contre, entre les différentes expériences du triplicata, il y avait une certaine 
variation entre les données, et ce, malgré de l’utilisation constante de conditions identiques de 
travail. Il a donc fallu une certaine normalisation des résultats de chaque expérimentation 
individuelle dans le but de bien saisir le phénomène en cours dans la cellule. Donc, dans le but 
de pallier cette variation, toutes les données ont été rapportées en comparant les données avec 
le contrôle sans metformine et sans exposition à des rayons UVA de l’expérience en cours. Ce 
faisant, le ratio obtenu était toujours proportionnel à l’intensité émise par la protéine Rad14 en 
condition normale. Il est certain que cette méthode de mesure présente différentes limitations 
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telles que la variation de la fluorescence entre les différentes journées d’expérimentation. Par 
contre, en normalisant les données obtenues avec le contrôle Rad14-GFP de la journée 
d’expérimentation en cours, il y a eu une sorte de standardisation des données selon les 
conditions basales de culture. De plus, puisqu’il y avait une légère variation d’auto-
fluorescence entre les différentes photos prises à l’aide du microscope à fluorescence InCell 
Analyzer 6000, l’intensité fut mesurée à différents endroits de la photo à l’étude dans le but 
d’établir l’auto-fluorescence du milieu dans lequel les cellules étaient lors de la prise de photo 
(Voir section 2.12). Grâce à la normalisation de mes résultats relativement à la fluorescence de 
la condition contrôle, l’utilisation d’un contrôle interne dans la cellule était superflue. 
 
Il serait intéressant de refaire cette expérience en exposant les cellules à des rayons 
UVB. Alors, il serait possible de constater si la metformine permet un meilleur recrutement de 
Rad14 lors de l’exposition à des rayons UVB. Les résultats obtenus, si identiques, 
confirmeraient la réparation plus rapide des CPD dans les cellules de mammifères en présence 
de metformine (39). Il serait également pertinent d’étudier le recrutement de Rad14 en 
utilisant une souche déficiente en HTZ1, comme il fut fait précédemment (voir  Figure 9) (92), 
mais en présence de metformine. Nous pourrions alors confirmer ou infirmer la nécessité de 
Htz1 pour l’obtention d’un plus grand recrutement de Rad14 à des endroits précis de l’ADN. 
 
4.5. Perspective et travaux futurs 
 
Grâce à cette étude novatrice, nous avons établi un nouveau phénotype de protection 
apporté par la metformine, soit la protection contre les rayons UVC et contre les rayons UVA. 
Ce résultat enrichit les connaissances que nous avions déjà, à savoir que la metformine confère 
une protection contre les rayons UVB (39). La prochaine étape serait donc de tester les 
résultats obtenus chez les levures dans des cellules de mammifères telles que NHEK (39). Ces 
dernières correspondent à des cellules de peau humaine (39). Alors, la protection apportée par 
  
 
99
la metformine chez des cellules épithéliales suggérera la réduction du risque de développer un 
cancer de la peau.  
 
Par exemple, il serait bien de vérifier si l’équivalent de Rad14 chez les cellules de 
mammifères, XPA, vient à être plus présent au niveau du noyau de la cellule en présence de 
metformine. On pourrait ajouter une étiquette de fluorescence, telle que GFP, grâce à la 
nouvelle technique de CRISPR/Cas, dans le but de pouvoir observer la présence de XPA de 
façon endogène. Dans l’étude de Wu et al., il a été montré qu’XPC est plus exprimé en 
présence de metformine (39). XPC est l’équivalent de Rad4 chez la levure. Par contre, chez la 
levure, il n’y a pas d’augmentation de la présence de Rad4/XPC (Résultat non présenté). Il se 
peut donc que les voies qui sont influencées par la metformine changent légèrement selon 
l’organisme qui est étudié. 
 
Aussi, Wu et al. démontre que l’activation de XPC dépend de la présence de l’AMPK 
(39). Chez la levure, la protéine équivalente à l’AMPK est Snf1. La littérature se concentre 
principalement sur son effet au niveau de l’activation de la transcription de gènes codant pour 
les protéines permettant la prise de glucose (116-120). De plus, la littérature sur Snf1 
s’intéresse à la phosphorylation de ce dernier lorsque la cellule est mise dans un milieu 
dépourvu de glucose (116-120). Une étude montre un lien entre Snf1 et l’expression des gènes 
codant pour les protéines qui réparent les dommages à l’ADN (121). En effet, en absence de 
Snf1, HTZ1 est moins exprimé (121). Par contre, il n’a pas été montré si Snf1 joue un rôle sur 
l’expression de RAD14 ou de RAD4 (121). Jusqu’à présent, à ma connaissance, il n’y a pas de 
littérature témoignant d’un lien entre Snf1 et la metformine chez la levure. Ce serait donc 
intéressant de faire une étude dans le futur pour vérifier si Snf1 est plus phosphorylé ou plus 
actif en présence de metformine. Alors, il serait possible de venir à étudier les différentes 
voies de signalisation possédant Snf1 en amont chez la levure en présence de metformine.  
  
5. Conclusion 
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En conclusion, dans le cadre de ce projet de recherche, j’ai démontré que la 
metformine apporte une protection contre les rayons UVC et UVA grâce à une nette 
augmentation de la survie cellulaire et par une plus grande rapidité de réparation des CPD 
causés par les rayons UV. Pour les rayons UVC, cette protection provient en partie de 
l’absorption des rayons UVC par la metformine. De plus, la metformine influence 
positivement différentes protéines impliquées dans la réparation des dommages à l’ADN 
causés par tous les types d’UV. La présence de metformine augmente la présence de Htz1 à 
une zone d’hétérochromatine. En supprimant HTZ1 du génome, le taux de survie en présence 
de metformine diminue. Ceci montre l’importance de Htz1 dans la protection apportée par la 
metformine. Aussi, il y a une augmentation de la présence nucléaire de Rad14 en période de 
repos lorsqu’en présence de metformine. Cette augmentation est encore plus significative suite 
à l’exposition à des rayons UVA. En absence de Rad14, les levures ont de la difficulté à 
survivre suite à l’exposition à des rayons UVA. Tous ces résultats confirment le fait que la 
metformine apporte une protection contre les rayons UV.  
 
Ces résultats étant particulièrement prometteurs, il serait important de refaire ces 
différents tests sur des cellules de mammifères, et préférablement dans des cellules épithéliales 
humaines. Alors, si les résultats dans des cellules épithéliales humaines reproduisent ceux faits 
chez la levure, un nouveau type de protection apporté par la metformine sera confirmé. Il sera 
aussi profitable de confirmer, dans des cellules de mammifères, si l’AMPK est nécessaire pour 
permettre la protection contre les rayons UVA grâce à la metformine. La protection apportée 
contre les rayons UVC et UVA aurait donc un impact majeur sur la santé humaine en 
réduisant les risques de cancer cutané (36).   
 
De plus, si l’effet de la metformine est positif sur XPA, il serait alors intéressant 
d’essayer de comprendre la raison pour laquelle il y a une plus grande présence de la protéine 
Rad14/XPA au niveau du noyau. Effectivement, ce pourrait être causé par une plus grande 
expression du gène permettant de coder pour ces protéines. Il serait alors intéressant de 
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comprendre si la metformine influence une voie de signalisation en amont de l’expression de 
RAD14.  
 
En conclusion, les études portant sur l’effet que possède la metformine sur la cellule 
n’en sont qu’à leurs débuts. Et ce, probablement parce que le métabolisme de la metformine 
n’est pas encore totalement compris. Alors, il est difficile de comprendre ou d’émettre de 
nouvelles hypothèses sur les voies de signalisation qu’elle peut influencer. Pourtant, cette 
molécule apparaît posséder un grand potentiel de prévention contre le développement du 
cancer. En s’inspirant de la littérature, démontrant une amélioration de la réparation des 
dommages à l’ADN causé sur les UVB (39), ce projet de maîtrise a démontré clairement 
l’effet protecteur de la metformine contre les rayons UVC et contre les rayons UVA chez la 
levure. Par conséquent, nous espérons fortement que nos résultats pourront inspirer d’autres 
chercheurs vers de nouvelles études sur les bienfaits apportés à la cellule par la metformine. 
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